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APSTRAKT  
Uticaj propofola na signalni put neurotrofina u prednjem mozgu pacova 
starih 14 dana
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doktorske disertacije je bio da se na molekulskom nivou ispitaju promene u signalnom 
putu neurotrofina koje nastaju u kori i talamusu postnatalnih pacova nakon primene 
anestetske doze propofola, kao i da se utvrdi potencijal tretmana da  
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Nakon jednokratne primene propofola (25 mg/kg i.p.) ispitana je vremenska i 
prostorna ekspresija neurotrofina BDNF i NGF, njihovih aktiviranih receptora TrkB,
TrkA i p75 receptora, kao i nishodnih kinaza Akt i ERK kod 14 dana starih (PND14)
pacova. #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  kori i talamusu kao primarnim ciljevima dejstva anestetskog 
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 + 	 X ) 		e, RT- i PCR-a u realnom 
vremenu ispitivane su promene u ekspresiji ciljnih proteina i iRNK, a primenom Fluoro-
žad B histološkog bojenja analizirana je pojava neurona u degeneraciji.
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PND14 mozgu odigravaju preko BDNF signalnog puta i u znatno manjoj meri preko 
NGF signalnog puta. Smatramo da prekomerna ekspresjia BDNF-a u našem 
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propofolski tretman je indukovao promene u ekspresiji Akt i ERK kinaza na regionalno-
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neurotrofine i njihove nishodne signalne puteve u mozgu pacova tokom ranog 
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Akt i ERK signalnih puteva predstavlja važan aspekt endogenih odbrambenih 
mehanizama kojim se mladi mozak štiti od potencijalnih neželjenih efekata izazvanih 
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 	  		 	 		 	 	  #	 $ +5
Preciznije razjašnjenje molekulskih mehanizama koji se pokr 	 			
	+#	+	#	#)		
starosno-	##			#	
opštih 		#	5

	  propofol, kora 		 	 #		 	 	 #
$		##		#	#	
	 Biologija
		 Molekularna neurobiologija
UDK BROJ: 599.323-148.11:577.112]:615.211
ABSTRACT
Propofol-induced changes in neurotrophic signaling in 14-day-old rat 
forebrain
The neurotrophins are a family of secreted proteins that mediate numerous 
functions in both the developing and mature nervous system, including growth, survival, 
differentiation and synaptic plasticity of postmitotic neurons. The binding of 
neurotrophins (BDNF, NGF) to Trk receptors induces their dimerization which is 
followed by autophosphorylation of tyrosine residues within the intracellular kinase 
domain, that leads to the activation of signaling pathways such as the PI3K/Akt and 
MAPK/ERK pathways. Akt and ERK kinases play a crucial role in regulating various 
processes in the brain, including neuronal proliferation, differentiation, development, 
migration, survival and long-term synaptic plasticity. Phosphorylated Akt can protect 
cells from apoptosis via stimulation of the expression of proteins that favor cell survival 
and by inhibiting executor caspases. Activation of ERK1/2 generally promotes cell 
survival, although under certain conditions, ERK1/2 can possess proapoptotic 
properties. Since several studies have revealed a role for neurotrophins in anesthesia-
induced neurotoxicity in the developing brain, the goal of this study was to explore the 
potential of anesthetic dose of propofol to influence neurotrophic signaling pathway in 
the cortex and thalamus of 14-day-old (PND14) rats, and also to investigate whether 
same treatment is able to induce neurodegeneration and/or changes in synaptic 
plasticity. 
In this study we monitored the spatial and temporal expression of neurotrophic 
signaling molecules (BDNF, NGF, TrkA, TrkB, p75, Akt and ERK) in the brain of 
PND14 Wistar rats after the application of a single propofol dose (25 mg/kg i.p). The 
potential of propofol treatment to induce cell death was also examined, following the 
expression of TNF-O2"L*=-	-	#	-` $	Q6(	"LV5L	q
we investigated the changes in the markers of synaptic plasticity (MAP-2, drebrin, 
GAP-43, synaptophysin, synuclein-1 and N-cadherin) after the propofol treatment. The 
structures of interest were the cortex and thalamus as the primary areas of anesthetic 
actions. Changes of the levels of mRNA and proteins of interest were assessed by RT-
or Real Time PCR and Western immunoblot analysis at different time points during the 
first 24 h after the treatment. Fluoro-Jade B staining was used to follow the appearance 
of degenerating neurons. 
The obtained results show that the treatment caused marked alterations in levels 
of the examined neurotrophins, their receptors and downstream effector kinases. These 
changes were not associated with increased neurodegeneration in either the cortex or the 
thalamus, however significant changes in the expression of synaptic plasticity markers 
was observed. Our results show that the expression of BDNF and NGF is differentially 
regulated after propofol treatment. We consider that BDNF overexpression in our 
experimental model is not strictly limited on neuronal survival, but also on some 
specific aspects of synaptic plasticity. Propofol treatment induced region-specific 
changes in the expression of Akt and ERK kinases. These results indicate that in the 
brain of PND14 rats, the interaction between Akt/ERK signaling might be one of 
important part of endogenous defense mechanisms which the developing brain utilizes 
to protect itself from potential anesthesia-induced damage. Even though the expression 
of cleaved caspase-3 fragment was detected in both examined structures, Fluoro-Jade B 
staining did not reveal neurodegeneration. Nevertheless, significant region-specific 
changes in the expression of synaptic plasticity markers was observed. We can conclude 
that general anesthetic propofol exerts complex effects on neurotrophic signaling 
pathways in the postnatal rat brain. Together, our results contribute towards an 
improved understanding of the age-dependent component of anesthesia-induced 
neurotoxicity and neuroplasticity; they also bare potential clinical implications.
KEY WORDS: propofol, cortex, thalamus, postnatal development, neurotrophic 
signaling pathway, neuroapoptosis, synaptic plasticity
RESEARCH AREA: Biology
RESEARCH FIELD: Molecular Neurobiology
UDC NUMBER: 599.323-148.11:577.112]:615.211
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BDNF (engl. Brain-Derived Neurotrophic Factor)- moždani neurotrofinski faktor
BIR (engl. Baculovirus IAP Repeat)- bakulovirusni ponovak 
CNS (engl.Central Nervous System)- centralni nervni sistem
CPE (engl. Carboxypeptidase E )- karboksipetidaza P 
CRD (engl. Cysteine-Rich Domains)- domeni bogati cisteinom
DD (engl. Death Domain)- domen smrti 
Drebrin (engl. Developmentally Regulated Brain Protein)- moždani protein koji je 
razvojno regulisan
EPSC (engl. Excitatory Postsynaptic Current)- -		#	#		
ERK (engl5~	-	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FADD (engl. FAS-Associating Protein with Death Domain)- protein sa domenom smrti 
koji se pridružuje Fas receptoru 
GABA (engl5-Aminobytiric Acid)- -aminobuterna kiselina 
GAP-43 (engl. Growth-Associated Protein-43)- protein povezan sa rastom
GAPDH (engl. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)- gliceraldehid 3-fosfat 
dehidrogenaza
IAP (engl. Inhibitors of Apoptosis Protein)- inhibitori apoptotskih proteina 
IKK (engl. IV Kinase)- V		
IP3 (engl. Inositol trisphosphate)- inozitol 1,4,5,-trifosfat
	(engl. inhibitor of "LV9- +)	)-	"LV
JNK (engl. C-Jun N-terminal Kinase)- c-Jun N-terminalna kinaza 
MAP (engl. Microtubule-Associated Proteins)- proteini vezani za mikrotubule
MAPK (engl. Mitogen-Activated Protein Kinases)- mitogenom aktivirana protein 
kinaza 
MMP (engl. Matrix Metalloproteinases)- matriksne metaloproteaze
nACh (engl. Nicotinic Acetylcholine)- nikotin acetilholin
NF	(engl. Nuclear Factor kappa B)- 	$	V
NGF (engl. Nerve Growth Factor)- nervni faktor rasta 
NIK (engl. "LV-inducing kinase)- 			"LV
NMDA (engl. N-methyl-D-aspartate)- N-metil-D-aspartat 
NT-3 (engl. Neurotrophin-3)- neurotrofin-3
p75NTR (engl. p75 Neurotrophin Receptor)- p75 neurotrofinski receptor
PBS (engl. Phosphate-Buffered Saline)- fosfatni pufer
PCR (engl. Polymerase Chain Reaction)- 				-	#	-
PDK (engl. Phosphoinositide-Dependent Kinase)- fosfoinozitid-zavisna kinaza 
PI3K (engl. Phosphatidylinositol 3-kinase)- fosfatidilinozitol 3-kinaza
PKB (engl. Protein Kinase B)- protein kinaza B 
PKC (engl. Protein Kinase C)- protein kinaza C 
PLC (engl. Phospholipase C)- fosfolipaza C 
PND (engl. Postnatal Day)- postnatalni dan
PSD-95 (engl. Postsynaptic Density Marker)- 	#	#-95
RQ-PCR (engl. Relative Quantification Polymerase Chain Reaction)- RT-PCR u 
realnom vremenu 
RT (engl. Reverse Transcription)- reverzna transkripcija
SOD (engl. Superoxide dismutase)- superoksid dismutaza
TACE (engl. TNF-O Converting Enzyme)- TNF-O
TNF (engl. Tumor Necrosis Factor)- faktor nekroze tumora
TNFR (engl. Tumor Necrosis Factor Receptor)- receptor faktora nekroze tumora
tPA (engl. Tissue Plasminogen Activator)- aktivator tkivnog plazminogena
TRADD (engl. TNFR1-associated death domain)- domen smrti vezan za TNFR1
TRAF (engl. TNFR-Associated Factor)- faktor pridružen TNF receptoru 
TRAIL (engl. TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand)- TNF- 	 	 
indukuje apoptozu 
Trk (engl. Tropomyosin receptor kinase)- tropomiozin kinazni receptori 
XIAP (engl. X-linked inhibitor of apoptosis protein)- X-vezani inhibitor apoptotskih 
proteina
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11. UVOD
1.1. Opšta anestezija
Z#			##	-#=	5
Procenjuje se da godišnje preko milion pacijenata podleže opštoj anesteziji u hirurškim i 
drugim medicinskim zahvatima. Stanje opšte anestezije #		 	 #	
	1			#			8	=95"		#	-
deluju na veliki broj neuronskih membranskih proteina koji funkcionišu kao jonski 
kanali i neurotransmiterski receptori (Hemmings i saradnici, 2005). Ove interakcije 
+ 	+ 		 $	-#
ciljnih proteina, stabilizacija i održavanje vezanih subjedinica, pomeranje ravnoteže ili 
kompeticija sa endogenim ligandima (Eckenhoff i Johansson, 1997). S obzirom na to da 
  #		 	  	- 		#	
$#									
1) 	 + + 	+ 		-+ voa ima za posledicu 
nastanak anestetskog stanja.
	 =& (-	 $ 		 	 	 	 )
organizacionim nivoima. Preuzeto i modifikovano iz Ishizawa, 2007.
21.1.1. Molekularni mehanizmi delovanja opštih anestetika 
#>	#	-	1		
opšte anestezije, indukuju dozno-zavisan spektar depresije centralnog nervnog sistema 
(CNS), od sedacije do duboke opšte anestezije. Iako se opšta anestezija smatra jednim 
o 		+ 	   - #		   ) #		  
			 $		 #+ 		 5 	  	  	  	 #	
anestezija deluje u jednom organizmu. Za opšte anestetike se dugo smatralo da 
predstavljaj)+	#	-	-##	
#)	1			#5		
se smatra da na molekularnom nivou opšti anestetici mogu ispoljiti svoje delovanje 
vezivanjem za ligand-zavisne jonske kanale, receptore vezane za G proteine ili 
membranske pore za K+ (Ishizawa, 2007).
Z#	-$-	-			# 
negativni modulatori ligand-zavisnih jonskih kanala. Mnogi inhalacioni anestetici 
8$	 $	 $	  $	9 #			 $- 66A receptora
(engl. gamma-aminobutyric acid) (Krasowski i Harrison, 199995 '	 	+
anestetika, kao što su propofol i etiomidat, se direktno vezuju za GABAA receptor i 
#			 		  + 			 -#	  	 66
neurotransmitera (Tomlin i saradnici, 1998; Hales i Lambert, 1991). Neki intravenski 
anestetici pri višim koncentracijama dovode do otvaranja GABAA receptora u odsustvu 
GABA neurotransmitera. Molekularni mehanizam anestetskog delovanja se ogleda u 
	 		  # 1    	)	 	
(TM2 i TM3), što potiskuje vezanu vodu i tako stabilizuje aktivirano stanje receptora 
(Williams i Akabas, 1999; Trudell i Harris, 2004).
Danas je poznato da GABAA -#  #- ) #		 
 	 	 #  66 	     	 
#	 	#	  	5 66   	#1i širom 
CNS-a i smatra se da imaju važnu neuromodulatornu ulogu u brojnim strukturama 
mozga kao što su kora, talamus, hipokampus i produžena moždina (Mody i Pearce, 
2004). GABAA -# )	#+)-			#	
inhib #	# 5 (  $	 +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+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	-
		#+66A receptora (Semyanov i saradnici, 200495'		#66A
receptori imaju raz $		     #1 	 	#
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	5Z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	
GABA i pokazuju sporu desenzitizaciju. Smatra se da upravo ovi receptori mogu da 
doprinesu neurodepresivnim odlikama opštih anestetika (Semyanov i saradnici, 2004).
2	1  #	 	  	- 	   	  
ciklopropan i ketamin slabo deluju na GABAA receptore. Ovi anestetici ispoljavaju 
+)	-		#			"-metil-D-
aspartat (NMDA) glutamatne receptore i/ili za nikotin holinske (nACh) receptore 
(Yamakura i Harris, 2000).
1.1.2. Integrisani model bihejvioralnih efekata anestezije
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analgezija (anti-nocicepcija) i nepokretljivost (imobilnost) (Antognini i Carstens, 2002; 
Urban, 2002). Bez obzira na veliki broj literaturnih podataka o potencijalnim 
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se u CNS-u postižu ovi bihejvioralni efekti. Postavlja se pitanje da li opšti anestetici 
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   "-u ili dovode do globalnog pada u funkcionalnoj 
aktivaciji CNS-a? Koje nervne strukture su neophodne za nastanak anestetskog stanja, 
ako efekat anestezije nije globalan? Da li su efekti anestezije neuron-#-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Gubitak svesti. Termin anestetik se definiše kao biohemijski aktivna supstanca 
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delovanje anestetika na gubitak svesti. Kora, talamus, hipotalamus, bazalni prednji 
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funkcionalnog snimanja mozga i kvantitativne elektroencefalografije (EEG) pokazano 
je da talamo-kortikalna petlja )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jedra i blokadi kortiko-talamo-kortikalne petlje (John i Prichep, 2005). Pozitronskom 
emisionom tomografijom (PET) je pokazano da propofol kod ljudi smanjuje regionalnu
aktivnost medijalnog talamusa, kao i posteriorne cingulatne i orbitofrontalne kore (Fiset 
i saradnici, 1999).
Slika 2: Šematski prikaz neurona kore, talamusa i srednjeg mozga, kao i puteva za koje 
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hipokampus i srodne strukture kao što su bademasto jadro, neostrijatum i mali mozak 
(Squire, 200495 (- #	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vezanim za više kognitivne funkcije. Još uvek je kontraverzno da li memorija može 
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studijama pokazano da funkcije p		  	 # ##$ 
izofluranskom anestezijom (Kerssens i saradnici, 2005).
Analgezija i anti-nocicepcija. Temin analgezija se definiše kao odsustvo 
senzacije bola bez gubitka svesti, dok se termin anti-nocicepcija koristi da se opiše
5efekat suprimiranja bolnih stimulusa u najširem smislu. Suprimiranje nociceptivnih 
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postoperativnom morbiditetu i mortalitetu (Desborough, 2000). 
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(Rampil i Laster, 1992). 
1.2. Propofol
Propofol (2,6-diizopropilfenol) je postao popularan kao agens za indukciju i 
održavanje anestezije, prvenstveno zbog brzog i kratkog delovanja, kao i usled 
minimalnih neželjenih dejstava. Anestetske odlike propofola su prvi put prijavljene u 
januaru 1973. godine od strane Imperial Chemical Industries (ICI) u Velikoj Britaniji 
(Thompson i Goodale, 200095 ( 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(FDA) je odobrio upotrebu propofola i ubrzo nakon toga propofol postaje anestetik od 
izbora. Danas se propofol nalazi u vidu emulzije ulja u vodi, veoma je lipofilan i brzo 
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rastvoru Intralipida®.
6Propofol (C12H18Z9 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anesteticima. Sastoji se od fenola za koji su vezane dve izopropil grupe na orto 
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vidu vodenih soli, propofol ne može, jer je njegova hidroksilna grupa ima pKa=11, što 
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prolazak propofola kroz krvno-moždanu barijeru.
Slika 3: Strukturna formula propofola, 2,6-diizopropilfenol.
Za razliku od jedinjenja rastvorljivih u vodi, propofol ne može da se eliminiše 
renalno pre nego što podlegne biotransformaciji, i ovaj faktor doprinosi u odloženoj 
eliminaciji propofola putem hidroksilacije nakon koje sledi konjugacija (glukuronidacija 
ili sulfacija) (Allegaert i saradnici, 2008). Propofol se brzo metaboliše u jetri 
konjugacijom sa glukuronidima i sulfatima i pri tom nastaju jedinjenja rastvorljiva u 
vodi, i 68,3% ovih jedinjenja se ekskretuje urinom u okviru 24h (Guitton i saradnici, 
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starosno-zavisna (Allegaert i saradnici, 2007).
1.2.1. Delovanje propofola na receptorske sisteme
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GABAA receptoru. U neuronima i rekombinantnim sistemima, potencijacija ovih
GABA receptora propofolom se javlja pri niskim koncentracijama, dok se direktna 
aktivacija receptora p #  	  	 		 ##$	
(Krasowski i Harrison, 1999). Studije na divljim sojevima i mutantnim GABAA
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subjedinicu ovog receptora kao glavnu odrednicu koja je odgovorna za delovanje 
7propofola na GABAA receptor (Krasowski i saradnici, 199895 W1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NMDA receptora u hipokampalnim neuronima miša, najverovatnije tako što dovodi do 
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opšte anestezije, inhibira fosforilaciju NR1 sudjedinice NMDA receptora u kulturi
pacovskih kortikalnih neurona, što smanjuje funkcionalnost ovog receptora u celini. Na 
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osetljive na strihnin (antagonista glicinskih receptora) (Mascia i saradnici, 1996). 
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neuronskih kola odgovornih za potkrepljenje (Roy, 2004). Stepen aktivacije in vivo
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akumbensa metodom mikrodijalize (Pain i saradnici, 2002). Mehanizam delovanja 
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jedra akumbensa pacova mehanizmima koji ne zavise od D2, GABAA i NMDA 
receptora (Schulte i saradnici, 2000). U drugoj studiji je pokazano da propofol, u 
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zloupotrebu propofola je da prekomerna doza može dovesti do smrti. Od devet poznatih 
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Veliki broj animalnih studija ukazuje da se u mozgu pacova tokom ranog 
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neurodegenerativne promene (Jevtovic-Todorovic i saradnici, 2003; Ikonomidou i 
saradnici, 2001; Fredriksson i saradnici, 200795 L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apoptotske promene su grubo podeljeni na spoljašnje (posredovani receptorima smrti) i 
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apoptotski mehanizmi imaju za posledicu kongenitalne malformacije mozga i 
odbacivanje embriona (Kuida i saradnici, 1996).
S obzirom na to da je aktivnost GABA i NMDA neurotransmiterskih sistema 
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	8Varju i saradnici, 2001; de Lima i saradnici, 2004). Eksperimentalno je 
pokazano da primena anestetskih doza propofola dovodi do aktivacije kako spoljašnjeg 
tako i unutrašnjeg apoptotskog puta (Lu i saradnici ?  ( i saradnici, 2009; 
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iako su životinje bile duboko anestezirane, što ukazuje da jedan od uslova 
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9neurona (Bercker i saradnici, 2009). U cilju dobijanja realnih rezultata treba obratiti 
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ispitivane životinje, dužinu trajanja i doze anestetika, kombinovani tretman sa nekoliko 
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žrtvovana.
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života (Dekaban, 1978). Kod glodara, kao što su miševi i pacovi, nervni sistem je 
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postnatalnog života (Dobbing i Sands, 1979). Brojna literatura ukazuje da je period 
tokom koga nervni sistem sazreva i dobija funkcionalne karakteristike adultnog nervnog 
sistema uj  $		  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aktiviraju GABAA receptore ili blokiraju NMDA receptore. W		 		 +		
kojim opšti anestetici indukuju neuroapoptozu u nezrelom nervnom sistemu nije 
razjašnjen u potpunosti, osnovna pretpostavka je da anestezijom indukovana depresija 
neuronalne aktivnosti u periodu sinaptogeneze jeste signal koji je sam po sebi dovoljan 
za pokretanje apoptotske kaskade u mladim neuronima (Jevtovic-Todorovic, 2005). 
(#$		stetik od izbora u pedijatriji. Nakon izveštaja da je 
petoro dece umrlo od zastoja miokarda nakon dugotrajne propofolske infuzije (Parke i 
saradnici, 19929 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održavanje anestezije dozvoljena kod dece starije od 1 meseca (Motsch i Roggenbach, 
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saradnici, 199895"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aktivacije ligand-zavisnih kalcijumovih kanala (Rao i saradnici, 1997; Chahal 
i saradnici, 1998; McDonald i saradnici, 198895 "	 	 	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 kao što su hipoglikemija, hipoksija, ishemija, izlaganje 
patogenima ili anesteticima (Bhutta i Anand, 2002). 
1.4. Uticaj anestetika na signalne puteve
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promene u citokinima i njihovim signalnim putevima.
1.4.1. Signalni put neurotrofina
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adultnom mozgu, tako i u mozgu tokom 		 8Huang i Reichardt, 2001). U 
neurotrofine spadaju nervni faktor rasta (engl. nerve growth factor, NGF), moždani 
neurotrofinski faktor (engl. brain-derived neurotrophic factor, BDNF), neurotrofin-3
(NT-3),  neurotrofin-4/5 (NT-4/5), dok su NT-6 i -7 otkriveni samo kod riba (Huang i 
Reichardt, 2001). Tokom ranih pedesetih godina prošlog veka NGF je otkriven 
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1982). 
Neurotrofini se sintetišu u vidu preproneurotrofinskih prekursora od oko 25-32
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(Lessmann i saradnici, 2003). Prepeptidi služe kao signal za translokaciju 
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enzima i pritom nastaje zreli neurotrofin od 14 kDa (Chao i Bothwell, 2002). Nekoliko 
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proformi neurotrofina (Lee i saradnici, 2001). Plazmin je serin proteaza koja je 
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tPA (engl. tissue plasminogen activator) (Plow i saradnici, 1995). Sa druge strane, furin 
i specifi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(Schweigreiter, 2006). Zreli neurotrofini formiraju stabilne homodimere koji se 
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afinitetne ligande Trk receptorske kinaze (engl. tropomyosin-receptor-kinase)
(Lessmann i saradnici, 2003). 
Neurotrofini ostvaruju svoje efekte posredstvom dva tipa membranskih 
receptora: Trk receptora i p75 neurotrofinskog receptora (engl. p75 neurotrophin 
receptor, p75NTR). Do sada je identifikovano tri tipa Trk receptora koje se karakterišu 
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BDNF i NT-4/5 pokazuju visok afinitet vezivanja za TrkB. Sa druge strane, NT-3
predominantno aktivira TrkC, ali se istovremeno može vezati i za TrkB i TrkA, ali sa 
znatno nižim afinitetom (Barbacid, 1994) (slika 4). 
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sekundi do nekoliko minuta nakon vezivanja za receptor, fosforilaciju tirozina prati 
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mitogen-aktivirana protein kinaza (MAPK) i fosfolipaza C (PLC-98	98Kaplan i 
Miller, 200095 Z 	 	 #   # 	 
#-$	 	 1  #  	  	 	 	 ) 	+
12
efekata neurotrofina koji se odnose na rast, preživljavanje i diferencijaciju neurona 
(slika 5) (Huang i Reichardt, 2001). 
Slika 4: Interakcije pro- 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$				-#	5
Slika 5: Signalna kaskada neurotrofina: BDNF homodimer indukuje dimerizaciju i 
	$$	-2-#			#	ite signalne puteve. Preuzeto i 
modifikovano iz Blum i Konnerth, 2005.
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1.4.1.1. NGF (NT-1) 
NGF je otkriven pre skoro pola veka i predstavlja jedan od najbolje 
okarakterisanih neurotrofina (Levi-Montalcini, 1987). NGF može da se izoluje u 
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proforme NGF-a, koje nastaju od dva alternativno iskrojena transkripta, po uklanjanju 
signalne pre- sekvence imaju molekulsku težinu od 25 i 32 kDa (Fahnestock i saradnici,
2004a). Post-translacione modifikacije kao što je N-glikozilacija, odvijaju se u Goldži 
mreži i pri tom nastaje protein od 40 kDa koji se sekretuje (Seidah i saradnici, 1996). 
Pokazano je da se u kori p	-	# 	-	#"L)	1		
prostor zajedno sa proteazom koja stvara plazmin (Bruno i Cuello, 200695(	
proNGF do zrelog NGF proteina od 14 kDa, koji se vezuje za receptore ili se brzo 
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(Slika 6). 
Slika 6: Obrada proNGF proteina do zrelog NGF-a. Preuzeto i modifikovano iz Al-
Shawi i saradnici, 2007.
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Aminokiselinska sekvenca i primarna struktura NGF-a je dobro okarakterisana i 
ukazuje da 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 $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1990). U adultnom mozgu najviši nivo NGF-a detektovan je u hipokampusu, kori i 
mirisnim kvržicama (Large i saradnici, 1986; Korsching i saradnici, 1985). Najviši nivo 
NGF-a detektovan je  #	 lezdama adultnog mužjaka miša. Nešto niže 
koncentracije NGF-	  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  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Montalcini i Angeletti, 1968).
NGL	$$	#+					#		
#	+ 	 	  	 "-a (Levi-Montalcini i Angeletti, 1968). 
Transgeni miševi koji nemaju NGF (Crowley i saradnici, 1994) ili TrkA (Smeyne i
saradnici, 1994) p	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neuroni lišeni NGF-a degenerišu (Freeman i saradnici, 2004). Sa druge strane, postoje i 
kontradiktorni podaci koji tvrde da, za razliku od apsolutne neophodnosti NGF-a tokom 
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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 #	-	 in vitro (Lindsay, 1988), iako NGF može imati 
$		+staze neurona ili u grananju neurona nakon povrede 
tkiva (Diamond i saradnici, 1992a; Diamond i saradnici, 1992b). Smatra se da kod 
adulta NGF primarno ima ulogu posrednika u zapaljenskim i imunskim odgovorima 
nakon povrede tkiva (Levi-Montalcini i saradnici, 1996).
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detektovan dvostruki porast proNGF-a u parijetalnoj kori AD pacijenata u odnosu na 
kontrolnu grupu (Fahnestock i saradnici, 2001). Ovaj porast proNGF-a kod AD 
pacijenata može da odražava ili ulogu biološki aktivnog proNGF-a u patogenezi AD, ili 
da ukaže na posttransla- #	  ) "L-	   	 	
obradu proNGF-	   $5 ( #	- 	 #"L   
neurona in vivo   	 #  -  8Harrington i
saradnici, 2004; Volosin i saradnici, 2006). S druge strane, relativno visoke doze 
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proNGF-	  		 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		 #	 neuronima gornje 
vratne ganglije (Fahnestock i saradnici, 2004b).
1.4.1.2. BDNF (NT-2)
BDNF je široko rasprostranjeni neurotrofin u CNS-u sisara. BDNF gen je kod 
	#		+==#	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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kodira BDNF pre-protein (Aid i saradnici, 2007). Kod glodara, iRNK za BDNF se 
#	-					8Ernfors i saradnici, 1990;
Hofer i saradnici, 1990). Ekspresija BDNF iRNK i proteina u mozgu glodara detektuje 
)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	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1==#		lnog dana, 
a zatim opada sa starenjem (Aid i saradnici, 2007). Kod adultnih životinja, BDNF je 
eksprimiran u celom mozgu, sa najvišim nivoima detektovanim u neuronima 
hipokampusa (Ernfors i saradnici, 1990; Hofer i saradnici, 1990). 
BDNF se sintetiše u proformi koja se ili iseca u zreli neurotrofin ili se 
	#)	)	1	5"L	)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	
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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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	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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regionima CNS-	  +#	pus, koru, mali mozak, hipotalamus, crnu 
#	- )		     8Zhou i saradnici, 2004). Prodomen 
proBDNF-	 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 	 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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$	-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	  iru zrelog BDNF-a, sa 
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(Chen i saradnici, 2005; Lu i saradnici, 2005). BDNF protein se tako pakuje u 
    #  	 8#	#	 	9 i dendritskim 
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	 	9 	-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+ 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 +  $
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-	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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8Fawcett i saradnici, 1998).
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drugim regionima CNS-a (Huang i Reichardt, 2001). Knockout BDNF homozigotni (-/-)
miševi umiru u 3. nedelji života, dok su heterozigoti (+/-9	)#		
fenotipove,  	 8Lyons i saradnici, 1999), smanjenu podložnost
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	 8Kokaia i saradnici, 19959  	 #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
(Linnarsson i saradnici, 1997).  Kod  adulta, neurotrofini su važni posrednici 
#	neurona  						 	1	
	#  -	 )	+ -#	 )	1	 	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	
formiranje i funkcionisanje sinapsi (Lu i saradnici, 2005). 
1.4.1.3. Receptori za neurotrofine
Neurotofini svoje ra  	 	 	  	 -#	&
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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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i TrkC) i p75NTR. Zreli trofini imaju relativno visok afinitet vezivanja za Trk receptore, 
dok se proneurotrofini sa visokim afinitetom vezuju za p75 receptor.
1.4.1.3.1. TrkA receptor
26  -# 	   	 	 	$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 "L5 2$
delovanje NGF-		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		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u perifernim i centralnim neuronima. NGF-TrkA kompleks aktivira brojne signalne 
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promene u genskoj ekspresiji (Goedert i saradnici, 1981; Delcroix i saradnici, 2003).
Fosforilacija na tirozinu 490 (Tyr490) TrkA receptora neophodna je za udruživanje sa 
proteinom Shc i aktivaciju Ras-MAP kinazne kaskade, dok fosforilacija u okviru 
		 	 			 	 	 	 -#	 8Segal i Greenberg, 
1996). TrkA je važan tokom raz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 		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	  #			
#$	-#+		8Pierotti i Greco, 2006).
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terminalni domen koji sadrži 13 potencijalnih mesta glikolizacije (Martin-Zanca i 
saradnici, 198995 
 	+ + 	 ) 	 	-  
		26-B i -C receptora ===(Watson i saradnici, 
1999). 
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insulinskog receptora, kao što su orijentacija i usidrenje glikoproteina u plazma 
membranu, kao i stabilizacija proteinske strukture u cil #			  #			
vezivanja liganada (Martin-Zanca i saradnici, 1989). Danas je poznato da je 
	-	2-#	#+						-	-#	
(Watson i saradnici, 1999).
1.4.1.3.2. TrkB receptor
TrkB receptori se aktiviraju od strane BDNF i NT-4/5 (Reichardt, 2006). 
L$	-	2	#-2q ( -#	 8Reichardt, 2006). 
Za potpunu aktivaciju ovog puta neophodna je translokacija TrkB receptora u lipidne 
splavove (Pereira i Chao, 200795(+$$	-)$$	
nastaje diacilgliceriol, koji aktivira protein kinazu C (PKC), i inozitol 1,4,5,-trifosfat 
8(`9)	1		2+ 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	+#	8	95		+	
malog mozga, BDNF-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tipa TRPC3/6 (engl. transient receptor potential canonical subfamily 3/6). Ulazak Ca2+
kroz ove kanale doprinosi aktivaciji ERK i CREB i aktivaciji signalnih puteva koji vode 
	 #		 	 8Jia i saradnici, 20079 	 	     	#
#	8Minichiello i saradnici, 2002).
TrkB iRNK i protein su široko rasprostranjeni    
hipokampus, strijatum, septalno jedro, crnu supstancu, Purkinje neurone malog mozga, 
	 	)     8Kokaia i saradnici, 1993; Zhou i
saradnici, 1993; Muragaki i saradnici, 1995; Fryer i saradnici, 1996; Yan i saradnici,
1997). 7#	 + -#	  #		 		   #	-	 
detaljno istražena. U septumu, strijatumu i moždanom stablu detektovan je viši nivo Trk 
iRNK u 2. i 4. nedelji nego u 1. postnatalnoj nedelji života; u tala 	
		)22*"
#		=5#		
nedelji života, a zatim opada postepeno od 2. do 4. nedelje života (Ringstedt i saradnici,
1993). Ekspresija TrkB iRNK je starosno-zavisna, tako da je u piriformnoj kori 
detektovana tek od 2. nedelje života (Ringstedt i saradnici, 1993). Ovi podaci pokazuju 
	#			2$						5
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1.4.1.3.3. p75NTR
#"2*  	 #$	 -#	 $		 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 	 8engl. tumor 
necrosis factor receptor, TNFR). Ovu superfamiliju definišu ligand-	
jednim 8	9--bogatih domena (engl. cysteine-rich domain, 
CRD), otkrivenih upravo u p75 receptoru (Johnson i saradnici, 1986). p75 je 
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domen (Johnson i saradnici, 198695  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neurotrofine, jer je pokazano da mutantne forme p75 koje nemaju ova dva domena ne 
mogu da vežu za sebe neurotrofine (Dechant i Barde, 2002). 
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veka jednog organizma. Na primer, p75 je 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		
		#			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#	-eksprimira 
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8Chao, 2003). 
p75 vezuje sve zrele neurotrofine sa približno istim niskim afinitetom, a 
pokazano je da ovaj receptor vezuje proneurotrofine sa visokim afinitetom (Lee i
saradnici, 200195# 	1	 	  	) -#		
što su Trk receptori, sortilin i Nogo, kao i sa drugim ligandima osim neurotrofina kao 
   )	 -amiloid i prionski peptidi (Schecterson i Bothwell, 2010).
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ceramide (Dobrowsky i saradnici, 19949"LV8Carter i saradnici, 1996), Akt (Roux i
saradnici, 2001), JNK (Friedman, 2000), kao i kaspaze (Coulson i saradnici, 2000). 
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)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 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 o-eksprimiran sa Trk 
receptorima. 
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1.4.1.4. Akt kinaze
Akt, poznat kao protein kinaza B (PKB), je serin/treonin protein kinaza koja ima 
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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migraciju, apoptozu i preživljavanje (Dummler i Hemmings, 2007). 
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virusom (AKT8) kod miševa koji su spontano razvijali limfome sa visokom incidencom 
(Staal i saradnici, 1977). Do danas su otkrivene tri izoform (
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	 8Jones i saradnici, 1991; 
Cheng i saradnici, 1992; Konishi i saradnici, 1995956$	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kratkog C-terminalnog regulatornog domena u okviru koga se nalazi hidrofobni domen 
sa fosforilacionim mestom (Hanada i saradnici, 2004) (slika 7). 
Slika 7: Shematski prikaz tercijerne strukture Akt proteina.
Kod miševa, Akt1 i Akt2 izoforme su široko rasprostranjene u organizmu, dok je 
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proteinski nivoi su povišeni u srcu, jetri, skeletnoj muskulaturi i bubrezima, ekspresija 
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	8Meier i saradnici, 1997). 
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Akt kinaza ima dva mesta fosforilacije: Thr308 u aktivacionoj (kinaznoj) petlji i 
Ser473 u hidrofobnom domenu na C-terminusu (slika 7). Fosforilacija na obe ove 
pozicije je neophodna za potpunu aktivaciju Akt-a (Alessi i saradnici, 1996). 
Fosfoinozitid-zavisna kinaza (PDK1) fosforiliše Akt na treoninskom ostatku (Thr309 na 
20
Akt2, koji odgovara Thr308 na Akt1) u okviru aktivacionog segmenta. Glavno mesto
fosforilacije je Thr308, koje usled naelektrisanja indukuje promene u konformaciji Akt-
	    	 	 #	 	  	  #	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Nefosforilisana forma Akt-	  #	 		 	 (
= $$	-	 
njegovu aktivnost najmanje 100 puta (Alessi i saradnici, 1996, 1997; Stokoe i saradnici, 
1997; Stephens i saradnici, 1998). Druga kinaza, PDK2, fosforiliše Akt2 na poziciji 
serina 474 (koja odgovara Ser473 na Akt1) koja se nalazi u okviru C-terminalnog 
hidrofobnog domena. Fos$	-		#				$$	6-
a (na poziciji Thr309) 7-10 puta (Alessi i saradnici, 1996), tako da fosforilacije na obe 
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mikroskopijom je pokazano da se aktivacijom Akt translocira u nukleus i to 20 do 30 
minuta nakon stimulacije mitogenima (Meier i saradnici, 1997). 
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traže zaštitu, jer je njihov genom stabilan i one dobijaju pozitivne signale iz matriksa; 
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	- 	 e fosforilaciju i konformacione 
promene. U proteinske supstrate Akt kinaze ubraja se nekoliko proapoptotskih proteina, 
kao i jedna protein serin kinaza koja se naziva GSK-3 (engl. glycogen synthase kinase-
3) i koja je prvi otkriveni supstrat Akt-a (Cross i saradnici, 1995). GSK-3 deluje na 
 	#- $	  #  	)  8Doble i 
Woodgett, 2003). Pored GSK, do danas je otkriveno oko 50 Akt supstrata (slika 8).
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Slika 8. Ciljni molekuli fosforilisanog Akt proteina. Aktivirane (fosforilisane) Akt 
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obratno.
1.4.1.5. ERK kinaza
ERK kinaze pripadaju familiji mitogenima-aktiviranih protein kinaza (MAPK) i 
predstavljaju vitalne regulatore signalnih transdukcija koje 				
kao što su hormoni, neurotransmiteri i faktori rasta (Seger i Krebs, 1995). Do danas su 
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8engl. extracellular signal-regulated kinase 
1/2) (Boulton i saradnici, 1990), JNK (engl. c-Jun N-terminal kinase) (Kyriakis i 
saradnici, 1994), p38MAPK (Lee i saradnici, 1994) i BMK1 (ERK5) kaskada (Zhou i 
saradnici, 1995).
ERK1 i ERK2 su dve izoforme MAPK koje su otkrivene prvenstveno kao 
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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5 #?-ERK1 i p44-ERK2 su produkti dva 
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lokalizacije (Boulton i Coob, 1991957*
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kinaza i sadrži mali N-			-terminalni domen 
(Zhang i saradnici, 1994). 
ERK je široko rasprostranjen u CNS-u. Najviši nivoi ERK proteina su 
detektovani u jedru akumbensa, repatom jedru i putame +#	#  
(Ortiz i saradnici, 1995). ERK2 je šire rasprostranjen nego ERK1 (Lefloch i saradnici, 
2008). ERK1 knockout miševi su vijabilni (Pages i saradnici, 1999), dok ERK2 
knockout #		)	8Hatano i saradnici, 2003).
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(Seger i Krebs, 1995). Faktori rasta aktiviraju ovu kaskadu pomo 	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okviru MAP3K nivoa ove kaskade (Kyriakis i saradnici, 1993). Aktivna Raf kinaza 
dalje fosforiliše MEK1/2 (Kyriakis i saradnici, 1992). Zatim MEK kinaze fosforilišu 
ERK1 i ERK2 (Payne i saradnici, 1991) (slika 9).
Nefosforilisan ERK2 je slabo aktivan, a fosforilacija na pozicijama Thr183 i 
2q=   		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+ #	  		 
aktivaciju (Canagarajah i saradnici, 1997). P#		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 		 8Marshall, 1995). Zbog toga su fosfataze koje 
inaktiviraju ERK, nazvane MKP3 (engl. MAPK #+#+		`9#
#-+			8Aebersold i saradnici, 2004).
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može da se aktivira prolazno ili trajno. Aktivirani ERK1/2 fosforiliše veliki broj 
nishodnih supstrata. Do danas je otkriveno preko 150 supstrata u koje spadaju 
transkripcioni faktori, protein kinaze, protein fosfataze, citoskeletni proteini, receptori, 
signalni molekuli, apoptotski proteini i mnogi drugi proteini (Yoon i Seger, 2006). 
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Slika 9: Mehanizmi ERK aktivacije. Preuzeto i modifikovano iz Mebratu i Tesfaigzi, 
2009.
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1.4.2.1. TNF i TNFR1
Faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF) je plejotropni citokin 
koji se sintetiše u fiziološkim odgovorima na infekciju, povredu ili ishemiju. Mikroglija 
(Sawada i saradnici, 1989), astrociti (Sawada i saradnici, 19899  # 
horoidnog pleksusa (Tarlow i saradnici, 1993) su glavni izvor ovog citokina u CNS-u.
TNF-O 		  #	 	)	 2"L-O 82"L9  
#		#	###d 233 aminokiseline (26 kDa) (Bazzoni i 
Beutler, 1996). Nakon obrade od strane metaloproteinaza, kao što je TACE (engl. TNF-
O-- q9 )	1	  )	 $	 2"L-O 82"L9  =
aminokiselina (17 kDa). Solubilni i transmembranski TNF koegzistiraju kao mono, di ili 
trimerni proteini, sa tim da su biološki aktivni samo trimerni agregati proteina (Black i
saradnici, 1997).
 )  2"L 	 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(TNFR1 i TNFR2) koji se nezavisno eksprimiraju u 	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
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8Bazzoni i Beutler, 1996). Oba receptora se isecaju na solubilne 
forme koje su sposobne da vežu i neutrališu TNF. TNFR1 i -R2 se eksprimiraju u skoro 
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		 8Vandenabeele i saradnici, 1995). '	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superfamiliju (Tuma i saradnici, 19959 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(engl. death domain, DD) blizu C-terminalnog regiona (Tartaglia i saradnici, 1993).
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 8Smith i saradnici, 1994), dok sa druge strane 
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i protekciju od smrti (Tartaglia i saradnici, 1991), iako je sposoban da prenosi 
	## 	  1  		 8Grell i saradnici, 1993). Oba 
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smrti- TRADD (engl. TNFR1-associated death domain) i FADD (engl. Fas-associated 
death domain) ili bez domena smrti- TRAF (engl. TNF-receptor associated factor), koji 
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plejotropnih efekata TNF-O 8MacEwan, 2002) (slika 10). Signalni putevi u kojima 
# 2"L*= 	      		-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citoprotektivnih odgovora koji zahtevaju prosustvo TRAF2. Prvi signalni put, koji 
zahteva prisustvo protein kinaze NIK (engl. "LV-inducing kinase) (Malinin i
saradnici, 19979   $$	- V 8+) )- "LV9 	 
	  #)	1	"LV 8engl. nuclear factor kappa B) koji ulazi u jedro i 
aktivira transkripciju (Rothe i saradnici, 1995). Drugi put je nezavisan od NIK, aktivira 
JNK koji zatim stimuliše transkripciju tako što fosforiliše i aktivira brojne 
transkripcione faktore kao što su c-¤62L?75W			-	
genske ekspresije odvija uglavnom preko TRAF2-zavisnih puteva, za razliku od toga 
putevi apoptoze zahtevaju FADD (slika 10).
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modifikovano iz Natoli i saradnici, 1998.
1.4.2.2. Kaspaza-3
Kaspaze su familija cistein-zavisnih aspartat-#-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1995). Ovaj proces je prvi put opisan 1972. godine (Kerr i saradnici, 1972) i definisan je 
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Kaspaze se sintetišu u vidu neaktivnih prekursora (prokaspaza ili zimogena). 
Prokaspaze sadrže tri domena: N-terminalni prodomen, veliku subjedinicu koja sadrži 
aktivna mesta i C-terminalnu malu subjedinicu. Kaspaze se aktiviraju do funkcionalnih 
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veliku kaspaznu subjedinicu, a drugo isecanje uklanja N-terminalni prodomen. Kaspaze 
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(Stennicke i Salvesen, 1998). Isecanje na ovom mestu odvaja prodomen od velike 
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kaspazama da se auto-aktiviraju ili da budu aktivirane od strane nekih drugih kaspaza u 
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sastoji od dve velike i dve male subjedinice sa aktivnim mestima (Slika 11) (Wolf i 
Green, 1999).
Slika 11: Proces aktivacije prokaspaze-3 do aktivne kaspaze-3. Preuzeto i modifikovano 
iz Zimmermann i saradnici, 2001.
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podržavaju druge dve kaspaze, kaspaza-6 i -7. Zajedno, ove tri egzekutorske kaspaze su 
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Kaspazni supstrati se mogu podeliti u dve kategorije: (1) regulatore apoptoze, koji se 
isecanjem aktiviraju ili inaktiviraju (Bid, Bcl-2, Bcl-xl, Akt, Raf-1) i (2) konstitutivne ili 
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gelsolin) (Nunez et al, 1998).
1.4.2.3. XIAP
Por 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kaspaza. Inhibitori apoptotskih proteina (IAP) su prvi put identifikovani kod 
bakulovirusa, a kasnije su otkriveni i kod ljudi. Kod sisara n		#	+6(
ispoljava anti-apoptotsku aktivnost: XIAP (engl. X-linked inhibitor of apoptosis 
protein), c-IAP1, c-IAP2, neuronalni IAP i survivin (Roy i saradnici, 1997; Deveraux i
saradnici, 1997; Liston i saradnici, 1996; Tamm i saradnici, 1998). Od svih njih, XIAP 
ima najširu i na	 	-apoptotsku aktivnost. XIAP, c-IAP1 i c-IAP2 su direktni 
kaspazni inhibitori koji se vezuju i inhibiraju aktivnu kaspazu-3 i -7, kao i prokaspazu-
9, ali ne i kaspazu-1, -6, -8 i -10 (Deveraux i saradnici, 1997; Roy i saradnici, 1997). 
XIAP sadrži jedan C-terminalni RING (engl. really interesting new gene 
domain) i tri BIR (engl. baculovirus IAP repeat) domena koji su odgovorni za anti-
kaspaznu aktivnost (Deveraux i saradnici 1997) (slika 12). Osnovna uloga BIR domena 
je u posredovanju protein-protein interakcija. S obzirom na to da se BIR domeni mogu 
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regulatornih molekula, a BIR-= 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druge strane, RING domen ima ulogu u modulaciji ubikvitinazne aktivnosti (Lorick i
saradnici, 1999).
Slika 12: Šematski prikaz humanog XIAP proteina
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Rel, p50 (nastaje od 105 kDa prekursora) i p52 (nastaje od 100 kDa prekursora). 
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(Mattson i Meffert, 2006).
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TNF-O		rofini i drugi (Barger i saradnici, 1995). Ovi molekuli aktiviraju 
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Slika 13: Mehanizam aktivacije NFV#	5
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indukuje gene preživljavanja u koje spadaju cIAP, Bcl-2, superoksid dismutaza (SOD). 
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(„neurons that fire together, wire together“). 
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promene u broju sinapsi, gustini aksonskih vlakana, obrascima aksonskog i dendritskog 
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formiranju novih sinapsi (Knott i saradnici, 200695 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saradnici, 2002).
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perifernom ili centralnom nervnom sistemu, dok se spontana ili iskustveno-zavisna 
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1.5.1. MAP-2
Glavna odrednica morfologije neurona je citoskelet k	 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mikrotubule (engl. microtubule-associated proteins, MAP) vezuju se za polimere 
tubulina i regulišu njihovu funkciju (Wiche i saradnici, 1991). MAP-2 predstavlja grupu 
termo-stabilnih proteina koji su veoma zastupljeni u CNS-u (Wiche, 1989). MAP-2
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	 8Johnson i Jope, 1992). 
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	 kao i na transport organela u 
aksonima i dendritima.
Postoji nekoliko MAP-? 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proteini sa visokom molekulskom težinom (MAP-2A i MAP-2B), dok u drugu grupu 
spadaju proteini sa niskom molekulskom težinom (MAP-2C i MAP-2D) (Sanchez i 
saradnici, 2000952		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zastupljene. MAP-?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moždini (Binder i saradnici, 1984). MAP-2C protein, kao i njegova iRNK, su 
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	 8Couchie i Nunez, 1985). Za razliku od toga, 
MAP-2D protein je detektovan samo u presecima mozgova pacova starih 5 dana, iako je 
njegova iRNK prisutna tokom svih razvojnih faza (Ferhat i saradnici, 199495*		
ekspresija MAP-?$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kompleksnu regulaciju njihove ekspresije kako na transkripcionom, tako i na 
translacionom nivou.
1.5.2. Drebrin
Drebrin (engl. developmentally regulated brain protein) je kloniran pre više od 
dvadeset godina i otkriven je kao protein koji interaguje sa aktinom (Shirao i saradnici, 
1988).
Drebrin je veoma zastupljen u kori, hipokampusu, bademastom jedru, talamusu i 
strijatumu (Hayashi i saradnici, 1996). Kod sisara drebrini su zastupljeni u dve forme 
koje nastaju alternativnom obradom istog gena. Drebrin A (125 kDa) se eksprimira u 
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adultnim tkivima, dok drebrin E (115 kDa) predstavlja embrionalnu formu. iRNK za 
drebrin A sadrži internu sekvencu od 138 nukleotida koja nije zastupljena kod drebrina 
E (Jin i saradnici, 2002). 
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trnovima gde reguliše njihov 
oblik i gustinu putem rearanžiranja citoskeletnih aktinskih filamenata (Hayashi i 
saradnici, 199695 #) )	 	 ) )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nu dendritskih trnova 
koje su zavisne od aktivnosti (Mizui i saradnici, 2005). 
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 8knockdown) pokazuju deficite u formiranju memorije i kognitivnim 
funkcijama (Kobayashi i saradnici, 2004). Ovi podaci su u korelaciji sa smanjenjem 
drebrina A u mozgu pacijenata obolelih od Alchajmerove bolesti, kao i kod pacijenata 
sa Daunovim sindromom (Shim i Lubec, 2002), što može da ukaže na neophodnost 
drebrina u višim moždanim funkcij			#	-	5
1.5.3. GAP-43
GAP-43 (engl. growth-associated protein-43) je prvobitno povezan sa rastom 
neurona (Skene i Willard, 198195"					#			-	
GAP-43 gena kod miševa dovodi )	1	8Strittmatter i saradnici, 
199595#				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dolazi do smanjenja u prostiranju, grananju i adheziji neurita (Aigner i Caroni, 1995).
Pacovski GAP-43 sadrži 22 	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molekulska (25 kDa) težina daleko je manja od molekulske težine dobijene 
razdvajanjem na SDS-poliakrilamidnom gelu (43 kDa) (Basi i saradnici, 1987). Ovaj 
efekat nastaje usled velikog naelektrisanja GAP-`)a se manje SDS-a vezuje za 
aminokiseline, a drugi razlog je što GAP-43 ima izduženu proteinsku strukturu 
(Benowitz i Routtenberg, 1997).
Nivo GAP-`#		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visoki nivo ovog proteina se i dalje može det	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
asocijativnim regionima neokorteksa, dok se niski nivo detektuje u primarnim 
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senzornim i motornim regionima (Benowitz i Routtenberg, 1997). Ovaj obrazac 
ekspresije ukazuje da GAP-`		#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		ištenje informacija 
(Benowitz i Routtenberg, 1997). U adultnom mozgu pacova, GAP-43 iRNK je 
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grananje aksonskih završetaka (Kruger i saradnici, 1993).
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heterotrimernim G proteinima i aktivira transdukciju preko receptora vezanih za G 
proteine (Strittmatter i saradnici, 1993). U mozgu je GAP-43 jedan od glavnih supstrata 
protein kinaze C (Caroni, 2001). Kada PKC fosforiliše GAP-43 na poziciji Ser41, on se 
direktno vezuje za aktinske filamente (He i saradnici, 1997). GAP-43 se može vezati za 
aktinske filamente i u nefosforilisanom stanju, ali sa znatno nižim afinitetom (He i 
saradnici, 199795(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		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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GAP-43 proteina; fosforilisana forma intenzivno stimuliše izduživanje filopodija, za 
koje se smatra da predstavljaju prvi korak u procesu grananja neurita, dok 
nefosforilisana forma deluje kao kapa koja zadržava izduživanje filopodija u konusu 
rasta (He i saradnici, 1997). Pored osnovne uloge grananja neurit	  		 
regeneracije, GAP-` 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1.5.4. Sinaptofizin
Sinaptofizin je glavni integral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identifikovani protein nervnih završetaka (Jahn i saradnici, 1985). S obzirom na to da je 
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homolog- membranski protein sinaptoporin ili sinaptofizin II (Knaus i saradnici, 1990). 
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specijalizovane uloge (Fykse i saradnici, 1993). 
U nervnim završecima, tirozin-kinaze fosforilišu sinaptofizin, što ukazuje da je 
ovaj proces centralan za njegovu funkciju. Bez obzira na to što je sinaptofizin 
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što su sinaptofizin II i/ili sinaptogirin. U skladu sa tim je pokazano da miševi koji 
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1.5.5. Sinuklein-1
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sinuklein se predominantno nalaze u kori, hipokampusu, strijatumu, talamusu i malom 
mozgu (Iwai i saradnici, 199595 	  	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Iako su fiziološke uloge sinukleina još uvek nepoznate, nekoliko podataka 
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pesama (George i saradnici, 199595(		 	O-sinuklein knockout miševi imaju 
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 vaj protein negativni regulator dopaminske 
transmisije koja je zavisna od aktivnosti (Abeliovich i saradnici, 2000). Potpuno 
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	 O-sinuklein, koji zatim opada sa starenjem (Hsu i 
saradnici, 1998).
W	-  O-sinukleinu su povezane se retkom familijarnom ranom pojavom 
Parkinsonove bolesti, a veoma visoka ekspresija ovog proteina je detektovana u 
Parkinsonovoj, Alchajmerovoj bolesti i u drugim neurodegenerativnim oboljenjima koje 
se zajedno zovu sinukleopatije (Di Rosa i saradnici, 2003).
1.5.6. N-kadherin
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proteina obuhvata kadherine, integrine, efrinske receptore, neureksin-neuroligine, kao i 
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"-CAM i nektin (Scheiffele, 2003).
Kadherini predstavljaju familiju kalcijum-zavisnih adhezionih molekula 
(Yoshida i Takeichi, 1982). Kadherini su transmembranski proteini sa tandemskim 
ponovcima EC domena (engl. extracelular cadherin), dok se u citoplazmi nalazi domen 
uz samu membranu i katenin-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sekvencu za koju se vezuje p120 familija katenina. Ovi proteini regulišu površinsku 
stabilnost kadherina (Chen i saradnici, 2003). Za katenin-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u aktinski citoskelet, što je presudno važno za pove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(Kintner, 1992). 
Kadherini se dele u dve grupe na osnovu njihovog EC regiona: tip I/II se nalazi 
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riba i ptica, ali ne i sisara i broj njihovih EC domena varira (Tanabe i saradnici, 2004). 
N-kadherin pripada tipu I zajedno sa E-, P- i R-kadherinima.
Slika 14: Povezivanje N-	+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pokazale da N-	+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razvojnog stadijuma sinapse. Lokalizacija ovih molekula na mestu kontakta filopofija-
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filopodijalnu morfologiju (Salinas i Price, 2005952		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stabilizacija, posredovana formiranjem kadherin-katenin-aktin kompleksa, esencijalna 
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		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 (-95 (engl. postsynaptic density marker) (Honjo i 
saradnici, 2000). Pored uloge koju imaju u regulaciji aktinskog citoskeleta, kadherinski 
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PI3-kinaze i interaguju sa adapterskim proteinima.
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2. CILJEVI RADA
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doktorske disertacije je bio da se detaljno ispitaju promene koje anestetska doza 
propofola (25 mg/kg) izaziva u kori i talamusu 14 dana starih Wistar pacova kako u 
pogledu ekspresije neurotrofina i odgovara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1. Ispitati uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupne iRNK za BDNF, kao i na 
ekspresiju proteina proBDNF i zrele forme BDNF.
2. Ispitati uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupne iRNK za NGF, kao i na 
ekspresiju proteina proNGF i zrele forme NGF.
3. Ispitati uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupnih i fosforilisanih formi
receptora za neurotrofine (TrkA i TrkB).
4. Ispitati uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju p75 receptora.
5. Ispitati da li propofolski tretman izaziva promene u ekspresiju ukupnog i 
fosforilisanog proteina Akt.
6. Ispitati da li propofolski tretman izaziva promene u ekspresiju ukupnog i 
fosforilisanog proteina ERK1/2.
7. Ispitati da li propofolski tretman izaziva promene u aktivnosti markera inflamacije i 
apoptoze, tj. da li izaziva promene u ekspresiji: iRNK za TNF-O*"
	2"L*=
aktivnog fragmenta kaspaze-3Q6(#	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8. Ispitati apoptotski potencijal propofolske anestezije u kori i talamusu PND14 pacova 
na histološkom nivou, tj. da li tretman izaziva promene u broju Fluoro-žad B 
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9. Ispitati da li propofolski tretman iza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proteina: MAP-2, drebrina, GAP-43, sinaptofizina, sinukleina-1 i N-kadherina.
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3. MATERIJALI I METODE
,('(	!&	/$&%&
Svi #  )  	 7 	 	 	 )	
			 !	 	¦ 8# ) 28/099  7 	 	 
Virdžiniji. 
3.2. Eksperimentalne životinje i tretman
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soja Wistar, 	#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= odgojeni u vivarijumu Instituta 
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okota po kavezu) i u standardnim uslovima (temperatura: 23±2°C; relativna vlažnosti 
vazduha: 60-70%; svetlosni režim 12 sati svetlost/12 sati mrak; slobodan pristup vodi i 
hrani). Uz  PND14 pacove koristili smo i po 5 životinja starosti 7, 18, 21 i 35 dana 
(PND7, PND21, PND28 i PND35, redom). Detaljan opis dat je u delu Starosno-zavisni 
efekat odabrane doze propofola.
Životinje su intraperitonealno tretirane propofolom koji je proizveden za 
humanu upotrebu (Recofol®, Schering, Turku, Finska). Pored aktivne supstance, 
$	-	 	   # fosfatide jaja, glicerol i natrijum hidroksid. 
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3.3. Odabir doze propofola i procena stanja anestezije 
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koja je sposobna da 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istraživanjima. Pacovi stari 14 dana su intraperitonealno injecirani propofolom u dozi 
10, 25, 50, 75 ili 100 mg/kg. Odsustvo refleksa ispravljanja (engl. righting reflex) je 
služio kao indikator anestetskog delovanja propofola, a trajanje perioda u kome je ovaj 
$ #		   #-5 2	1  #	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tretmana koji je neophodan da bi se ovaj refleks ispoljio. Test štipanja repa (engl. tail 
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pinch test) je primenjivan da bi se ispitale bolne senzacije kod anesteziranih životinja. 
2	1  #		 promene u boji kože. Dobijene vrednosti su prikazane u delu 
Rezultati (slika 15).
Propofol je u izabranoj dozi od 25 mg/kg izazvao gubitak refleksa ispravljanja, a 
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3.4. Starosno-zavisni efekat odabrane doze propofola
Da bismo procenili uticaj starosti eksperimentalnih životinja na anestetske 
#)	)	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starosti: PND7, PND21, PND28 i PND35. Dobijeni rezultati su prikazani u delu 
Rezultati (slika 16).
3.5. Eksperimentalna procedura 
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1	#	8ª9		
stavljane u kutiju od pleksiglasa u kojoj se temperatura održava na 35ºC. Oformljeno je 
sedam eksperimentalnih grupa (n=4 životinje po grupi), shodno vremenu nakon 
tretmana kada je obavljano žrtvovanje (0, 1, 2, 4, 8, 16, 24 sata nakon tretmana). 
Životinje koje nisu žrtvovane odmah nakon tretmana su ostavljane da se oporave 1 sat i 
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žrtvovanja. Nakon žrtvovanja životinja izolovani su i zamrznuti kora i talamus iz obe 
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po životinji, uzorci su pulovani (n=4).
Za Fluoro-§	 ) 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životinje po grupi). Prva grupa je injecirana fiziološkim rastvorom (kontrola), dok su tri 
grupe injecirane propofolom (25 mg/kg) i žrtvovane 8, 16 i 24 sata nakon tretmana. Iz 
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eksperiment na 15 pacova podeljenih u 5 grupa (n=3 životinje po grupi): kontrolna i 
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tretirana propofolom u dozama 25, 50, 75 i 100 mg/kg. Životinje su žrtvovane 16 sati 
nakon tretmana. Iz ovih životinja su izolovani celi mozgovi. 
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prvim satima nakon tretmana, tj. i nakon vra	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boju kože i bile bez vidljivih tragova cijanoze. U ovim eksperimentima nije ispitan 
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efekti propofola u formulaciji u kojoj se on koristi u humanoj populaciji. Treba 
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propofola (Nakao i saradnici, 2003; Vutskits i saradnici, 2005; Bjornstrom i saradnici, 
2008; Turina i saradnici, 2008).
3.6. Izolacija tkiva
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sata nakon tretmana). Kora i talamus obe hemisfere su izolovani na hladnoj površini,
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posebnih homogenata (n=4 uzorka po homogenatu). Uzorci su do trenutka izolacije 
		-80°C. 
3.7. Izolacija RNK i PCR analiza
3.7.1. Izolacija RNK
Ukupna RNK je izol		  	 8	 		9 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nekoliko koraka:
 homogenizacija– tkivo je homogenizovano u odnosu 1 ml reagensa na 0,1 g tkiva u 
)		#	+		+	-	 
 razdvajanje faza– homogenizovani uzorci se inkubiraju 5 minuta na sobnoj 
temperaturi da bi nukleoproteinski kompleksi u potpunosti disosovali i zatim je dodat 
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hloroform (0,2 ml na 1 ml TRIZOL-a). Tube se intenzivno protresu (dok se ne dobije 
-roze boja) i dodatno inkubiraju na sobnoj temperaturi 2-3 minuta. Zatim se 
pristupa centrifugiranju uzoraka (15 minuta na 12000 x g na 4°C) radi razdvajanja 
sadržaja na fenol-hloroformsku fazu (donja faza), interfazu i gornju bezbojnu vodenu 
fazu u kojoj se nalazi RNK. Zapremina vodene faze teoretski iznosi oko 60% ukupnog 
volumena TRIZOL-		+	-5
 precipitacija RNK– vodena faza se prenosi u nove tubice i u iste dodaje 
izopropanol (0,5 ml na 1 ml TRIZOL-a). Tube se protresu a zatim inkubiraju 10 minuta 
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na dnu tubica;
 ispiranje RNK– nakon uklanjanja supernatanta u talog RNK se dodaje 1 ml 
rastvora 75% etanola u 0,1% DEPC-tretiranoj vodi (dejonizovana voda tretirana 0,1 %-
tnim dietilpirokarbonatom, potentnim inhibitorom RNK-					+	1	95
Tube se lagano vorteksuju da se talog odvoji od dna. Nakon toga se uzorci 
centrifugiraju (5 minuta na 7500 x g na 4°C); 
 rastvaranje RNK– nakon centrifugiranja se odlije supernatant. Tubice se polože 
					8=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¬=7(-tretirane vode blagim vorteksovanjem. Uzorci se 
mogu inkubirati kratko (5-7 minuta) na 60°C, u cilju potpunog rastvaranja RNK. 
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	-80°C.
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merenjem apsorbance (A) na 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf). Iz odnosa 
6?>6?#-				5		-	#	5
Kvalitet izolovane RNK je proveren elektroforezom uzoraka na 1% agaroznom 
gelu (1 g agaroze u 100 ml 1xTBE pufera (0,09 M Tris-borat, 0,02 M EDTA, pH 8,2). 
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boje (0,4% bromfenol plavo u 50% glicerolu). Pripremljeni uzorci se nanose na 
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polimerizovan agarozni gel uronjen u adekvatni tank sa 1xTBE puferom na 70-100V. 
Nakon elektroforeze RNK se vizuelizuje na Gel Doc sistemu (Gel Doc 1000, Bio Rad). 
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rRNK, kao i odnosa njihovog intenziteta koji bi trebalo da iznosi 1,6–2,0.
3.7.3. DNA-zni tretman 
Pre ulaska u reakciju reverzne transkripcije (engl. reverse transcription– RT) 
izolovana totalna RNK je podvrgnuta tretmanu deoksiribonukleazom I (DNA-zom I), 
kako bi se eliminisala eventualno zaostala genomska DNK koja pri PCR reakciji može 
dati lažan rezultat u pogledu genske ekspresije. Tretman DNA-zom I je izveden po 
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65 ºC (ovaj korak služi da se inaktivira DNA-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3.7.4. Reakcija reverzne transkripcije i semikvantitativni PCR
RT reakcija služi da se na osnovu RNK molekula kao matrice sintetiše 
komplementarni (engl. complementary) lanac molekula DNK (cDNK). U reakcionu 
smešu dobijenu u procesu DNA-znog tretmana se dodaje 51 ¬ *2  	 
	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  >¬W-MLV reverzne transkriptaze. Nakon
sjedinjavanja ove dve smeše uzorci se kratko vorteksuje i centrifugiraju, a zatim 
inkubiraju 60 minuta na 42ºC. Dodatnim inkubiranjem 10 minuta na 95 ºC RT reakcija 
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reaction). ¢	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DNK. Za ovu reakciju je potrebna DNK matrica (cDNK), amplimeri (kratki 
oligonukeotidi komplementarni matrici), dezoksiribonukleotidi, pufer i enzim DNK 
zavisna DNK polimeraza (Taq polimeraza) koji katalizuje ugradnju nukleotida u novi 
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elongacija. Za uspešnu amplifikaciju svake target sekvence moraju se optimizovati 
uslovi, kao što su temperatura hibridizacije amplimera (engl. annealing), koncentracija 
magnezijumovih (Mg2+) jona, koncentracija amplimera, koncentracija cDNK i ukupni 
broj ciklusa amplifikacija.
Semikvantitativnom RT-(*		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
gena od interesa i kontrolnog gena (koji se paralelno amplifikuje u istoj smeši), što je 
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kontrola i predstavlja konstitutivno eksprimirani gen koji ima konstantnu ekspresiju 
nezavisno od tkiva, sredinskih faktora i stanja u ko  			5Z1	
nivoa ekspresije gena od interesa u odnosu na nivo ekspresije kontrolnog gena se 
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dehidrogenaza (gapdh) i ]-aktin.
RT-PCR reakcije u ovom e#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	1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iRNK za TNF-O2"L*=8Yakovlev i Faden, 1994). Kao kontrole za TNF-O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 3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) (Wong i 
saradnici, 19949 	 	 2"L*=   -aktin (NicAmhlaoibh i saradnici, 1999). 
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i ciljnih gena usled približno istih dužina fragmenata. 
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GAPDH : TNLOª=&`8³W&?=³W9 -aktin : TNFR1= 1 : 2,8 (0,07 
μM : 0,2 μM). 
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MgCl2 je finalno bila 2 mM, a kada je u pitanju dNTP komponenta 0,2 mM. Sve PCR 
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denaturaciju (u trajanju od 15 sekundi na 94ºC), aniling (u trajanju od 30 sekundi na 
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analizi.
Gen Sekvence prajmera (5'-3') Dužina (bp)
PCR profil
TºC   trajanje
Broj 
ciklusa
tnfr1
TTGTGCTCGTGGCTCTGCT
298
94ºC         15 s
58ºC         30 s
72ºC         30 s
26
ACCTGGAACATTTCTTTCCGAC
tnf-
GCCCTAAGGACACCCCTGAGGGAGC
158
94ºC          15 s
58ºC          30 s
72ºC          30 s
28
TCCAAAGTAGACCTGCCCGGACTCC
gapdh
CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT
306 u zavisnosti od ciljnog gena
AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC
-aktin
TGGACATCCGCAAAGACCTGTAC
142 u zavisnosti od ciljnog gena
TCAGGAGGAGCAATGATCTTGA
3.7.5. Analiza i kvantifikacija PCR produkata
PCR produkti su analizirani na 2% agaroznom gelu. Na gelu se analizira ceo 
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(0,4 % bromfenol plavo u 50 %-
tnom glicerolu). Nakon elektroforeze u 1X TBE puferu produkti se vizuelizuju na Gel 
Doc sistemu (Gel Doc 1000, Bio Rad) i pristupa se denzitometrijskoj analizi i 
kvantifikaciji dobijenog signala na Multi-Analyst/PC Software Image Analysis System 
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su izražene u odnosnu na vrednost signala endogene kontrole istog uzorka. Tako 
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3.7.6. Reakcija reverzne transkripcije i RT-PCR u realnom vremenu
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vremenu (engl., relative quantification polymerase chain reaction– RQ-PCR). Ova 
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je bio 10 miuta na 25oC, 30 min na 48 oC i 5 minuta na 95 oC. Svaki RT eksperiment je 
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voda, da bi se proverila eventualna kontaminacija.
Da bi se metodom RQ-PCR-a dobili pouzdani rezultati neophodno je prvo 
uraditi eksperimente validacije sa ciljem da se odredi adekvatna endogena kontrola za 
svaki ispitivani gen u okviru ispitivane grupe uzoraka. Prvo je ispitana efikasnot 
amplifikacije, tj. kompatibilnost eseja za endogenu kontrolu (gapdh) i ciljne gene (bdnf, 
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(jedna iz kore i jedna iz talamusa): 0,01, 0,1, 1, 10 i 100 ng RNK prevedene u cDNK. 
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Master Mix sa AmpErase UNG, 1x Assay Mix (6-FAM dye-labeled MGB probes). Sve
reakcije su izvedene na aparatu ABI Prism 7000 Sequence Detection System, pod 
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	oC, 10 minuta na 95 oC i 40 ciklusa po 15 sekundi na 
95 oC i na kraju 1 minut na 60 oC. Vrednost eksperimentalnog “treshold-a” (nivo 
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vrednosti fluoroscentnog signala u intervalu od 3. do 15. ciklusa +10 standardnih 
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(treshold cycle) vrednost, i predstavlja broj ciklusa kada amplifikacija ulazi u 
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(a<0,1). 
Zatim se pristupa 1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uzorku analiziranih moždanih regiona (kora, talamus). Reakcionu smešu za 
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AmpErase UNG, 1x Assay Mix (6-FAM dye-labeled MGB probes) i cDNK (10 ng 
RNK prevedeno u cDNK). Sve reakcije su izvedene  na aparatu ABI Prism 7000 
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95 oC i 40 ciklusa po 15 sekundi na 95 oC i na kraju 1 minut na 60 oC. Analiza podataka 
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Gen Identifikacioni broj
bdnf Rn00560868_m1
ngf-] Rn01533872_m1
gapdh Rn99999916_s1
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ji su identifikacioni brojevi prikazani u Tabeli 2. Svaki esej je sadržao 
prajmere za amplifikaciju ciljnih gena i  TaqMan MGB (Minor groove binder) probu 
obeleženu sa 6-L6W)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prevedene u cDNK.
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internih razlika u efikasnosti amplifikacije, a svaki uzorak je normalizovan na nivo 
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kontrola (0 sati nakon tretmana). Rezultati su izraženi kao stepen promene u odnosu na 
adekvatnu kontrolnu grupu kojoj je dodeljena vrednost od 100%. 
3.8. Izolacija proteina i Western blot analiza 
3.8.1. Izolacija proteina 
Tkivo je homogenizovano i sonifikovano u 10 volumena RIPA pufera (50 mM
Tris-HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,5% Triton X-100, 1 mM 
EDTA, 1mM EGTA) u koji je na 10 ml dodata po jedna tableta komercijalno 
nabavljenog koktela proteaznih inhibitora (Mini Protease Inhibitors Coctail, Boehringer 
M). Nakon 30 minuta inkubacije na ledu lizati su centrifugirani (30 minuta na 14 000 x 
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komercijalno nabavljenog kompleta (Micro BCA Protein Assay Kit; Pierce Inc., 
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3.8.3. Elektroforeza proteina
Elektroforetsko razdvajanje proteina prema molekulskoj težini vršeno je na SDS 
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	 8engl. sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-(6795 
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elektroforezu (Mini-PROTEAN II Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories). Gel za 
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koncentracija u smesi iznosila 12%, sadržavao i 0,375 M Tris pH 8,8 i 0,1% SDS. Gel
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pufer (31,25 mM Tris pH 6,8; 10% glicerol; 1% SDS; 5% 2-merkaptoetanol; 0,025% 
bromfenol plavo) dodat uzorku u odnosu 1:1 (v/v). Uzorci su pre nalivanja dodatno 
denaturisani kuvanjem 3 minuta na 955
				
je obojeni “Rainbow" marker širokog opesega (Amersham). Elektroforeza je vršena u 
puferu za elektroforezu standardnog sastava (192 mM glicin; 25 mM Tris pH 8,3; 0,1% 
SDS) pod konstantnim naponom od 120 V na sobnoj temperaturi. 
3.8.4. Prenos proteina sa SDS-poliakrialmidnog gela na nitroceluloznu membranu 
Prenos (transfer) proteina sa poliakrilamidnog gela na nitroceluloznu membranu 
(Amersham Hybond-9  	1 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 2	-Blot 
Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad Laboratories). Nakon završene elektroforeze gel 
za razdvajanje je pažljivo ukl		# 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transfer (20% methanol; 192 mM glicin; 25 mM Tris pH 8,3), gde je ostavljen narednih 
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je prvo prana u destilovanoj v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minuta.  Nakon slaganja svih komponenti u kasetu za transfer i ulaganja u tank sa 
puferom, elektrotransfer proteina je vršen tokom 70 minuta, pod konstantnim naponom 
od 120 V na sobnoj temperaturi. Po završenom transferu membrane su osušene na 
sobnoj temperaturi bez ikakvog dodatnog ispiranja. Potom su membrane kvašene u 
destilovanoj vodi 20 minuta i bojene Ponceau S bojom (1% Ponceau S boja; 5% 
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	 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Gelovi su bojeni  Coomassie Brilliant Blue bojom (0,25% Coomassie Brilliant Blue 
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dobijanja vizuelne potvrde uspešnosti transfera. Membrane su zatim odbojene 
ispiranjem u destilovanoj vodi, i potom osušene na sobnoj temperaturi. Do daljeg rada 
su skladištene (u kesicama od filter papira) na 4ºC.
3.8.5. Imunološka detekcija imobilizovanih proteina (Western blotting)
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membranama koje su prethodno pripremljene tako što su 30 minuta kvašene u posudi sa 
destilovanom vodom, a zatim blokirane u rastvoru obranog mleka (5%) u Tris-
boratnom puferu sa dodatkom Tween-20 deterdženta (TBS-T: 20 mM Tris-HCl pH 7,6; 
137 mM NaCl; 0,05% Tween 20). Blokiranje membrane je trajalo oko 60 minuta na 
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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antitela. Nakon blokiranja membrane su ispirane u TBS-T puferu 10 minuta, koji je 
zatim odliven i zamenjen rastvorom za blokiranje u koji su dodata primarna antitela. 
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je razblaženje): anti-BDNF (N-20: sc-546, Santa Cruz, 1:500); anti-proBDNF (AB5613, 
Chemicon, 1:3000); anti-Trk B (sc-12, Santa Cruz, 1:1000); anti-TrkB (phospho Y816) 
(ab75173, Abcam, 1:1000); anti-NGF (H-20: sc-548, Santa Cruz, 1:500); anti-p-Trk A 
(E-6: sc-8058, Santa Cruz, 1:2000); anti-p75 (N-20: cs-6189, Santa Cruz, 1:1000); anti-
Akt1/2/3 (H-136: sc-8312, Santa Cruz, 1:1500); anti-p-Akt1/2/3 (Thr-308)-R (sc-
16646-R, Santa Cruz, 1:3000); anti-p-Akt1/2/3 (Ser-473)-R (sc-7985-R, Santa Cruz, 
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1:1500); anti-ERK 1 (K-23: sc-94, Santa Cruz, 1:3000); anti-p-ERK (E-4: sc-7383, 
Santa Cruz, 1:500); anti-		#		-3 (Asp175, #9661, Cell Signaling, 1:750); anti-
NFkB p65 (C-20: sc-372, Santa Cruz, 1:15000); anti-XIAP (H-202: sc-11456, Santa 
Cruz, 1:3000); anti-MAP-2 (MAB3418, Chemicon, 1:1500); anti-Drebrin (ab12350, 
Abcam, 1:1000); anti-GAP-43 (AB5220, Chemicon, 1:10000); anti-Sinaptofizin 
(poklon od dr Reinhard Jahn, 1:150000); anti-Sinuklein (1:2000); anti-N-kadherin 
(1:3000); anti--aktin (A-5060, Sigma, 1:10000);  anti-GAPDH (sc-20357, Santa Cruz, 
1:2000).
Nakon inkubiranja sa primarnim antitelom membrane su ispirane 3 puta  po 10 
minuta u TBS-T puferu (da bi se ukloni	 #		 		 	   #-$
		9  # 	 )	  	 	 ) #	 	 		
sekundarnim antitelom (sc-2350, sc-2370, Santa Cruz i P0260, DACO) obeleženim 
peroksidazom rena. Nakon inkubacije sa sekundarnim antitelom, membrane su ispirane 
3 puta po 10 minuta u TBST-u, a zatim izložene dejstvu luminola (komercijalni 
komplet za hemiluminescenciju RNP 2106 Western blotting detection reagents, 
6+	95 W)		  )		  )	 =  -1	  žena 
autoradiografskom filmu osetljivom na plavu svetlost u trajanju od 1 do 5 minuta. 
Filmovi su razvijeni odmah po završetku ekspozicije membrane i skenirani radi dalje 
analize.
3.8.6. Semikvantitativna analiza imunoblotova
Intenzitet signala dobijenih na autoradiografskom filmu je kvantifikovan 
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5.0). Vrednosti dobijene za ciljne proteine su normalizovane u odnosu na vrednosti koje 
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3.9. Fluoro-žad B  i Hoechst 33258 histohemijska bojenja i analiza signala
Životinje su  žrtvovane 8, 16 i 24 sata nakon inicijalnog injeciranja. Mozgovi su 
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phosphate-buffered saline, PBS), pH=7,4. Fiksacija je trajala 24 sata na 4oC. Zatim je 
	1	 +		-	 		 	 	 -	-		 	+	 8=
20%, 30%) u PBS-u. Svakom od pomenutih razblaženja saharoze mozgovi su izloženi 
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prilikom zamrzavanja tkiva koji bi isto oštetili. Nakon uspešne dehidratacije mozgovi 
su zamrznuti u izopentanolu i ostavljeni na -80 o		5
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ma su radi fiksacije ostavljane 24 sata na sobnoj temperaturi i nakon 
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procesu neurodegeneracije po protokolu koji su uspostavili Schmued i Hopkins 
(2000a95 (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hidroksida u 80% etanolu (5 minuta), 70% etanol (2 minuta), destilovanu vodu (2 
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zatim #		8?	9#)		L-žad boje gde 
su držane narednih 20 minuta. Radni rastvor boje (0,0004%) je napravljen dodavanjem 
4 ml koncentrovanog rastvora (0,01% rastvor boje u destilovanoj vodi) u 96 ml 0,1% 
rastvo	5"	)	#-	#-	 #	`#	#=
minut u destilovanoj vodi. Na preseke je zatim nanet 0,01% rastvor Hoechst 33258 
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minut u destilovanoj vodi, osušene na sobnoj temperaturi i uronjene u ksilol (3 minuta) 
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stavljeno pokrovno staklo. 
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postupak osim što nisu izlagane dejstvu Fluoro-	 )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tretirane intraperitonealno sa dve doze (+)MK-801 (0,5 mg/kg) sa razmakom od 8 sati; 
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žrtvovane 24 sata  nakon prvog injeciranja i koji su prošli kompletnu proceduru Fluoro-
žad bojenja.
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(FITC). Neuroni u procesu degeneracije koje obeleži Fluoro-žad boja se jasno razlikuju 
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pozadinu. 
Na presecima dobijenim iz mozgova kontrolnih životinja (tretirane fiziološkim 
rastvorom) i životinja koje su tretirane propofolom su analizirani posteriorna 
cingulatna/retrosplenialna kora i laterodorzalni talamus u pet reprezentativnih preseka 
do mozgu (n=3 po grupi). 
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&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Relativne promene u ekspresiji iRNK i proteina su predstavljene u procentima 
(srednja vrednost ± standardna greška) u odnosu na kontrolnu vrednost kojoj je 
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4. REZULTATI
4.1. Dozno- i starosno-zavisne studije  
4.1.1. Dozno-zavisna studija 
S obzirom na to da su dozno-zavisne studije veoma važne u istraživanjima 
vezanim za farmakološki aktivne supstance, prvo smo uradili nezavisan eksperiment u 
-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	 da indukuje efektivnu anesteziju i 
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injecirani propofolom u dozi 10, 25, 50, 75 ili 100 mg/kg. Životinje koje su primile 
najnižu dozu propofola (10 mg/kg) su bile ošam 	 )5 Z  	 	
koja nije imala uticaj na refleks ispravljanja. Ostale doze su indukovale gubitak refleksa 
ispravljanja u okviru nekoliko minuta od injiciranja (2-4 min), kao i odsutvo odgovora 
na bolni stimulus (test štipanja repa). Na slici 15 je prikazan period odsustva refleksa 
ispravljanja. Doze propofola od 25 i 50 mg/kg nisu dovele do promene boje kože niti do 
nepravilnog disanja. Nijedna životinja nije uginula u ovim eksperimentima. Na osnovu 
ovih i prethodnih istraživanja naše grupe na PND7 pacovima, u svim daljim 
ispitivanjima je odabrana doza propofola od 25 mg/kg koja je kod PND14 pacova
indukovala gubitak refleksa ispravljanja u trajanju od 20±2 minuta.
Slika 15. Dozno-zavisni odgovor PND14 pacova. Gubitak refleksa ispravljanja je 
meren na pacovima koji su primili propofol u dozi 10, 25, 50, 75 ili 100 mg/kg. 
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4.1.2. Starosno-zavisna studija 
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tretirane propofolom u dozi 25 mg/kg (slika 16). Ova doza je indukovala gubitak 
refleksa ispravljanja samo kod PND7, PND14 i PND18 životinja (oko 60, 20 i 9 min, 
redom). PND21 #	-  ) ) 	 	 	  pokazivali refleks 
ispravljanja u trajanju nekoliko minuta (oko 2-3 min). Ova doza propofola nije imala 
nikakav uticaj na životinje stare 35 dana.
Slika 16. Starosno-zavisni odgovor pacova na dozu propofola 25 mg/kg. Gubitak 
refleksa ispravljanja je meran na pacovima koji su stari 7, 14, 18, 21 i 35 dana.
4.2. Uticaj propofolskog tretmana na signalni put neurotrofina u kori i talamusu 
PND14 pacova 
4.2.1. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupne iRNK za BDNF u kori i 
talamusu PND14 pacova 
U cilju ispitivanja uticaja propofolskog tretmana na neurotrofinsku signalizaciju 
prvo smo ispratili promene u ekspresiji ukupne iRNK za BDNF u dve strukture mozga 
koje su odgovorne za delovanje anestetika: u kori i talamusu. U kori PND14 pacova 
metodom RT-PCR-a u realnom vremenu nisu detektovane promene u ekspresiji ukupne 
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(slika 17A, *p<0,05). 
U talamusu je detektovano smanjenje u ekspresiji iRNK za BDNF (~40% u 
#1		9?55		#opofolskog tretmana. U 8. 
satu, nivo iRNK za BDNF se vratio na kontrolnu vrednost, dok je u 16. i 24. satu 
#	#	#*"
	"L8Â`#1	
98	17B, *p<0,05).
Slika 17. Propofolski tretman r&/+!	!	"&	*$	 
	/&	~q			
(A) i talamusu (B) PND14 pacova5 "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metodom RT-PCR u realnom vremenu u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 
16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. Ekspresija iRNK za BDNF je normalizovana u 
odnosu na ekspresiju iRNK za GAPDH. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost 
relativne zastupljenosti ± SEM u odnosu na kontrolni uzorak (0 sati), koji je arbitrarno 
1	=5Z					-&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
4.2.2. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju proBDNF proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova 
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proBDNF proteina (32 kDa) sve do 4. sata nakon tretmana 		 	#		
			#	8?-40%) koji se održao do kraja ispitivanog perioda (slika 18A, *p<0,05). 
Za razliku od kore, propofolski tretman nije uticao na ekspresiju proBDNF 
proteina u talamusu (slika 18B, *p<0,05).
Jednofaktorska ANOVA je #										$	
za analizu podataka samo u kori (F(6, 28)=7,082, p=0,001).
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kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije proBDNF proteina (32 kDa) 
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&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
4.2.3. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju zrelog BDNF proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova 
Nakon propofolskog tretmana Western blot metodom detektovan j 	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ekspresiji zrelog BDNF proteina u kori je detektovan tek u 8. satu nakon propofolskog 
		 8Â?#1 	95Z	  		?5
					)	#	8Â#1	98	
19A, *p<0,05).
U talamusu je ekspresija zrelog BDNF proteina imala suprotan profil u odnosu 
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detektovani u 4., 16. i 24. satu nakon tretmana (slika 19B, *p<0,05).
57
S			#									$		
analizu podataka u kori (jednofaktorska ANOVA: F(6, 28)=6,497, p=0,001) i u 
talamusu (Kruskal-Valis ANOVA: H (6, N=56) = 46,671, p= 0,001).
Slika 19. Propofolski tretman raz+!	!	"&	*$	/+?	~q	*"&		
kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije zrelog BDNF proteina (14 
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16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. I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zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na o#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&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
Na osnovu rezultata koji se odnose na promene u ekspresiji BDNF iRNK i 
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što može ukazati na brzi promet BDNF-a koji se odnosi na njegovu redistribuciju iz 
kore ka drugim strukturama i iz drugih struktura ka talamusu. T	1 
predpostaviti da tretman propofolom brzo reguliše BDNF na posttranslacionom nivou, 
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4.2.4. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju fosforilisanog TrkB proteina u 
kori i talamusu PND14 pacova 
)	 	#			##$ 	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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zrelog BDNF proteina na vremenski- i regionalno-		 	 	  hteli da 
ispitamo da li se ove promene odražavaju na zastupljenost njegovog aktiviranog 
(fosforilisanog) receptora, pTrkB. U kori Western blot metodom nisu detektovane 
		##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			#	 8?-40%) koji se održao do kraja ispitivanog 
perioda (slika 20A, *p<0,05).
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talamusu u periodu 1-4 sata nakon tretmana (50-80%). W1 tokom perioda 8-24 
sata, ekspresija pTrkB proteina je bila stabilna i jednaka kontrolnoj vrednosti (slika 20B, 
*p<0,05).
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28)=8,321, p=0,001; talamus: F(6, 35)=9,474, p=0,001).
Slika 20. ]*>+	 @&"	 &/+!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!	 "&	 *$	 >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proteina u kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije fosforilisanog 
TrkB proteina (1	9#	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normalizovana je u 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srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM (n ª9  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grafikonu je pridružen reprezen	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-& Á p <
0,05 u odnosu na kontrolu.
4.2.5. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju jezgra fosforilisanog TrkB 
proteina u kori PND14 pacova 
Pored ekspresije fosforilisanog TrkB proteina, ispratili smo i ekspresiju jezgra 
pTrkB. Jezgro Trk receptora predstavljaju fosforilisane, ali ne i glikozilovane forme 
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dvostruki porast. U 16. i 24. satu su detektovani trostruki porasti u ekspresiji jezgra 
pTrkB proteina (slika 21, *p<0,05). Za  razliku od kore, u talamusu nije detektovana 
ova proteinska traka.
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za analizu podataka u kori (F(6, 28)=65,082, p=0,001).
Slika 21. ]*>+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TrkB proteina u kori PND14 pacova. Nivo ekspresije jezgra fosforilisanog TrkB 
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&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
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4.2.6. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupnog TrkB proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova 
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2 proteina (140 kDa) u obe ispitivane strukture. 
U kori je 	 	 			 #	 8?-40%) u ekspresiji ukupnog TrkB
proteina u 8. i 16. satu nakon tretmana (slika 22A, *p<0,05), dok je u talamusu 
detektovan pad (~25%) samo u 8. satu nakon tretmana (slika 22B, *p<0.05).
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talamusu post hoc 	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nakon tretmana (*p<0,05).
Slika 22. Propofolski tretman smanjuje ekspresiju ukupnog TrkB proteina u kori 
(A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije ukupnog TrkB proteina (140 kDa) 
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&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
Na osnovu rezultata koji se odnose na promene u ekspresiji zrelog BDNF-a i 
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rezultatima za ukupni TrkB, pTrkB i jezgro pTrkB receptora, možemo predpostaviti da 
u kori 		--#					5W1
do danas ne postoje podaci o uticaju opštih anestetika na glikozilaciju Trk receptora.
4.2.7. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupne iRNK za NGF u kori i 
talamusu PND14 pacova 
Drugi protein iz familije neurotrofina, koji je predment istraživanja ove 
disertacije je NGF. Ekspresija ukupne iRNK za NGF u kori nije promenjena u odnosu 
na kontrolu vrednost osim u 2. satu nakon tretmana, kada je detektovan pad (~25%;
slika 23A, *p<0,05). U talamusu, propofolski tretman je smanjio ekspresiju ukupne 
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Slika 23. Propofolski tretman smanjuje ekspresiju iRNK za NGF u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova5"#*"
	"L#	*2-
PCR u realnom vremenu u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
nakon tretmana propofolom. Ekspresija iRNK za NGF je normalizovana u odnosu na 
ekspresiju iRNK za GAPDH. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
	#©7W		8	9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	=5Z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		ti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu.
4.2.8. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju proNGF proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova 
U kori Western blot metodom je detektovan porast u ekspresiji proNGF proteina 
(proB 27 kDa) u 4., 16. i 24. satu nakon propofolskog tretmana (slika 24A, *p<0,05). 
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Ekspresija proNGF proteina u talamusu se nije menjala sve do 24. sata nakon tretmana 
kada je detektovan porast (~30%) u odnosu na kontrolnu vrednost (slika 24B, *p<0,05).
Jednofaktorska ANOVA je pokazala 							$	
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 28)=2,748, p=0,032; talamus: 
F(6, 28)=2,229, p=0,047).
Slika 24. ]*>+	 @&"	 *%\&%&	 *$	 *q	 *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talamusu (B) PND14 pacova5 "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Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
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 -aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n ª9  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&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
4.2.9. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju zrelog NGF proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova 
Nakon propofolskog tretmana X )  	  	
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kori ekspresija zrelog NGF proteina je bila jednaka kontrolnoj vrednosti u svim 
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zrelog NGF proteina (20-`9#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satu nakon tretmana (slika 25B, *p<0,05).
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za analizu podataka samo u talamusu (F(6, 28)=4,23, p=0,004), dok je u kori post hoc
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(*p<0,05).
Slika 25. Propofolski tretman smanjuje ekspresiju zrelog NGF proteina u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova5"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Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
nakon tretmana ##$5 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 -aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5)   	 #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&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
Na osnovu rezultata koji se odnose na promene u ekspresiji NGF iRNK i 
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dolazi do neslaganja, što bi moglo da ukaže da promene u nivoima ispitivanih  proteina 
u jednom regionu mogu nastati iz neuronskih projekcija ka tom regionu, a ne od 
neurona iz tog ispitivanog regiona.
4.2.10. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju fosforilisanog TrkA proteina u 
kori i talamusu PND14 pacova 
S obzirom na to da smo pokazali da propofolski tretman smanjuje zastupljenost
zrelog NGF proteina na vremenski-				 +	 #		  
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(40-85% u odnosu na kontrolnu vrednost) u periodu 1-16 sati nakon tretmana (slika 
26A, *p<0,05).
U talamusu je detektovan blagi porast (~25%) u ekspresiji pTrkA proteina u 1. i 
2. satu nakon tretmana. U perodu 4-24 sata nakon tretmana ekspresija pTrkA proteina je 
bila jednaka kontrolnoj vrednosti, uprkos prolaznom smanjenju koje je detektovano u 
16. satu (slika 26B, *p<0,05).
¤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za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 42)=7,939, p=0,001; talamus: 
F(6, 35)=14,956, p=0,001).
Slika 26. ]*>+	@&"	*%\&%&	*$	>>+&"?		*"&		
kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije fosforilisanog TrkA proteina 
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)u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 
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 -aktina. Rezultati su izraženi kao 
srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM (n ª9   	 # 
	  	 8 	9 	  	)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 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0,05 u odnosu na kontrolu.
4.2.11. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju jezgra fosforilisanog TrkA 
proteina u kori i talamusu PND14 pacova 
U kori Western blot metodom je detektovan porast u ekspresiji jezgra pTrkA 
proteina (80 kDa) u 4., 8. i 16. satu nakon propofolskog tretmana (slika 27A, *p<0,05). 
65
Za  razliku od kore, propofolski tretman je smanjio ekspresiju jezgra pTrkA 
proteina u talamusu. U talamusu, ekspresija jezgra pTrkA proteina se nije menjala do 8 
sati nakon tretmana. W1#	-24 sata, propofolski tretman je smanjio 
zastupljenost pTrkB proteina (25-40%) (slika 27B, *p<0,05).
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za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 14)=10,277, p=0,001; talamus: 
F(6, 14)=8,418, p=0,001).
Slika 27. ]*>+	 @&"	 &/+!	 !	 "&	 *$	 $/?&	 >>+&"?	
TrkA proteina u kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije jezgra 
fosforilisanog TrkA proteina (80 k	9#	X)-	
i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. Intenzitet 
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izraženi kao srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM (n ª9	#
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grafikonu je pridružen reprezentati )5 Z		 		 	 -& Á p <
0,05 u odnosu na kontrolu.
Na osnovu rezultata koji se odnose na promene u ekspresiji zrelog NGF-a i 
#26 -#	  	 	 #  # "L-a nisu uticale na 
aktivnost TrkA receptora. U skladu sa rezultatima za pTrkA i jezgro pTrkA receptora, 
možemo predpostaviti da propofol na regionalno-#-$				-
TrkA receptora.
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4.2.12. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju p75 receptora u kori i talamusu 
PND14 pacova 
U kori propofolski tretman nije uticao na ekspresiju p75 receptora (75 kDa) do 
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 #	 895 W1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 # -#	 8Â?  slika 28A, 
*p<0,05).
U talamusu, maksimalni porast u ekspresiji p75 receptora je zabeležen u 4. satu 
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da opada i u 24. satu nakon tretmana dostiže kontrolnu vrednost (slika 28B, *p<0,05).
Jedno$		6"Z'6#	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za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 28)=7,977, p=0,001; talamus: 
F(6, 28)=2,993, p=0,022).
Slika 28. ]*>+	@&"	&/+!	!	"&	*$	*w)	=ptora u kori (A) 
i talamusu (B) PND14 pacova5 "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Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
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 -aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n ª9   	 #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	-&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
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4.2.13. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupnih i fosforilisanih Akt 
proteina u kori i talamusu PND14 pacova 
 ) 	  #	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 	 ##$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neurotrofinskih receptora na vremenski- i regionalno-			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ispitamo da li se ove promene odražavaju na nishodne kinaze, tj. na zastupljenost 
ukupnih i fosforilisanih Akt proteina (55/60 kDa). Propofolski tretman nije uticao na 
ekspresiju ukupnih Akt proteina u kori (slika 29A). Zastupljenost pAkt (Thr308 i 
Ser473) se nije menjala sve do 24. sata nakon tretmana kada je detektovan pad (~25%) 
u odnosu na kontrolnu vrednost (slika 29A, *p<0,05). Bez obzira na to što je LSD test 
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$		 6"Z'6  		  	 		
				$				#			5
U talamusu propofolski tretmana nije uticao na ekspresiju ukupnih Akt proteina, 
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#	8-5 puta) je detektovan u talamusu tokom period 16-24 
sati nakon tretmana (slika 29B, *p<0,05). Kruskal-Valis ANOVA je pokazala da je 
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	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			 $	 	 	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p=0,004).
Slika 29. ]*>+	@&"	&/+!	!	"&	*siju ukupnih i fosforilisanih 
Akt proteina u kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije ukupnih i 
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kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. Intenzitet 
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izraženi kao srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM (n =5) u 	#
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& Á p <
0,05 u odnosu na kontrolu.
4.2.14. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupnih i fosforilisanih
ERK1/2 proteina u kori i talamusu PND14 pacova 
Druga nishodna kinaza koja ima važnu ulogu u signalnom putu neurotrofina je 
7*
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ekspresiju ukupnih ERK1/2 proteina (42/44 kDa) u kori (slika 30A). Za razliku od toga, 
#		 #	 8?-2,5 puta) aktivnih, tj. fosforilisanih  kinaza (pERK1/2) je 
detektovana u istoj strukturi tokom perioda 8-? 		 	 		 8	 `6
*p<0,05) (Kruskal-Valis ANOVA: H (6, N=35)= 26,149, p=0,002).
Kao i u kori, u talamusu propofolski tretman nije uticao na ekspresiju ukupnih 
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pad u ekspresiji pERK1/2 proteina (40-60%) u 2. i 4. satu nakon tretmana (slika 30B, 
*p<0,05) (jednofaktorska ANOVA: F(6, 21)=5,732, p=0,001).
Slika 30. ]*>+	@&"	&/+!	!	"&	*$	*"[		>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ERK1/2 proteina u kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije ukupnih i 
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uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. 
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Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM (n =5) u 
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kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen reprezentativni imunoblot. Oznaka 
			-&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
4.3. Uticaj propofolskog tretmana na markere inflamacije i apoptoze u kori i 
talamusu PND14 pacova 
4.3.1. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju iRNK za TNF-	 	 	 	
talamusu PND14 pacova 
U drugom delu ove disertacije bavili smo se ispitivanjem potencijala propofola 
da izazove apoptotsku neurodegeneraciju u mozgu PND14 pacova. U tom smislu smo, 
1	#	#ne u ekspresiji jednog od markera inflamacije, TNF-O5
Ispitivane su promene na nivou iRNK. U kori metodom RT-PCR-a detektovan je 
dvostruki porast u ekspresiji iRNK za TNF-O?5		#	5	
nakon tretmana (slika 31A, *p<0,05).  	 #	  			 
kori, ekspresija iRNK za TNF-O)			5
U talamusu je ekspresija iRNK za TNF-O 		  	 #$ 	 
							#	 u ekspresiji iRNK za
TNF-O		5	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	8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Slika 31. ]*>+	 @&"	 *%\&%&	 *$	 
	 /&	 q-	 	 	 	 	
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije iRNK za TNF-O #	  *2-PCR 
metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana 
##$5  		 1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srednja vrednost relativne 	# © 7W   	 #  	
	8	9		)	1		=5		$
# #	 5 Z		 		 	 -& Á p < 0,05 u odnosu na 
kontrolu.
4.3.2. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju iRNK za TNFR1 u kori i 
talamusu PND14 pacova 
)		#			##$	#			#
iRNK za TNF-O 	  + 	 #	 	    # #	 	
promenama u zastupljenosti iRNK za TNFR1 receptor. U kori RT-PCR metodom je 
detektovan porast u ekspresiji iRNK za TNFR1 u periodu 2-8 sati nakon tretmana (40-
150%) (slika 32A, *p<0,05).
U talamusu propofolski tretman nije uticao na ekspresiju iRNK za TNFR1, osim 
u 4. satu, kada je detektovan prolazni dvostruki porast, i u 24. satu kada je detektovan 
pad u iRNK za TNFR1 (~30%) (slika 32B, *p<0,05).
Slika 32. ]*>+	 @&"	 *%\&%&	 *$	 
	 /&	 q'	 	 	 	 	
talamusu (B) PND14 pacova5 " # *"
 	 2"L*= #	  *2-PCR 
metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana 
propofolom. Intenzitet traka 1   	 #	 	
			    	 #  -aktina. Rezultati su izraženi kao 
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 	#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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kontrolnog uzorka (0 sati), koja je arbitrarno 1		=5		$
# #	 5 Z		 		 	 -& Á p < 0,05 u odnosu na 
kontrolu.
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4.3.3. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju aktivnog fragmenta kaspaze-3 u 
kori i talamusu PND14 pacova 
U cilju #- #-	+ + #-	 # ##$	 
našem eksperimentalnom modelu u daljem radu smo pratili promene u ekspresiji 
aktivnog fragmenta kaspaze-` 	    	 	## 	5  
Western blot metodom je pokaza 	 ##$ 	   	 #
aktivnog fragmenta kaspaze-3 (17/19 kDa) osim u 16. satu nakon tretmana, kada je 
detektovan porast (~80%) (slika 33A, *p<0,05).
 		 ##$ 	 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 	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kaspaze-`	5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
aktivnog fragmenta kaspaze-3 je bio jednak kontrolnoj vrednosti (slika 33B, *p<0,05).
¤$		6"Z'6#									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za analizu poda		 8L8?=9ª?=#ª9   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mada je post hoc analiza (LSD test) podataka dobijenih za ovu strukturu pokazala 
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Slika 33. ]*>+	 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kaspaze-3 u kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije aktivnog 
fragmenta kaspaze-` 8=>=	9#	 X)-	 
talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka 
1   # 	¹	 5 $ #		 	 #	
	 			    	 #  -aktina. Rezultati su izraženi 
kao srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM (n =59	#
	  	 8 	9 	  	)	 1	 	 = 5 	
	$  # #	 )5 Z		 		 	 -& Á p <
0,05 u odnosu na kontrolu.
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4.3.4. Detekcija neurodegeneracije Fluoro-žad B i Hoechst bojama u kori i 
talamusu PND14 pacova nakon propofolskog tretmana
S obzirom na to da je Western blot metodom detektovan porast u zastupljenosti 
aktivnog fragmenta kaspaze-3 u obe ispitivane strukture u 16. satu nakon propofolskog 
		?>	+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životinja. Isti rezultat je dobijen i na presecima mozgova životinja koje su dekapitovane 
u 8. i 24. satu nakon injeciranja propofola (rezultati nisu prikazani).
4.3.5. Detekcija neurodegeneracije Fluoro-žad B i Hoechst bojama u kori i  
&+&@	]~'<	*&=%&	"&"	&/+![	#/&	**>+&
 - 1		  ##$	 	  ("= #	-	 
neurodegeneraciju, uradili smo nezavisan Fluoro-žad B eksperiment na pacovima 
podeljenim u 5 grupa: kontrolna i tretirana propofolom u dozama 25, 50, 75 ili 100 
mg/kg. Životinje su žrtvovane 16 sati nakon tretmana. 
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36) ispitivanih grupa, osim grupe tretirane propofolom u dozi 100 mg/kg gde je 
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Slika 34. Propofolski tretman nije indukovao neurodegeneraciju u kori i talamusu 
PND14 pacova. Fluoro-žad B bojenje (leva kolona), Hoechst 33258 bojenje (srednja 
kolona) i preklopljene slike (desna kolona) preseka reprezentativnih mozgova. U 
	  #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dva puta sa (+) MK-801 (0,5 mg/kg, i.p.) u razmaku od 8 sati. Fluoro-žad B pozitivne 
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Slika 35. Propofolski tretman nije indukovao neurodegeneraciju u kori PND14 
pacova. Fluoro-žad B bojenje (leva kolona), Hoechst 33258 bojenje (srednja kolona) i 
preklopljene slike (desna kolona) preseka reprezentativnih mozgova. U redovima je 
prikazana kora kontrolnih (prvi red) i tretiran+ 8= +9 8    # 9
životinja koje su primile propofol u dozi 25, 50, 75 i 100 mg/kg. Fluoro-žad B pozitivne 
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Slika 36. Propofolski tretman nije indukovao neurodegeneraciju u talamusu
PND14 pacova. Fluoro-žad B bojenje (leva kolona), Hoechst 33258 bojenje (srednja 
kolona) i preklopljene slike (desna kolona) preseka reprezentativnih mozgova. U 
redovima je prikazana kora kontrolnih (prvi red) 	+8=+98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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peti red) životinja koje su primile propofol u dozi 25, 50, 75 i 100 mg/kg. Fluoro-žad B 
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4.3.6. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju XIAP proteina u kori i talamusu 
PND14 pacova 
S obzirom da je u obe ispitivane strukture detektovan porast aktivnog fragmenta 
kaspaze-`		+			
smo hteli da istražimo da li je ovakva slika povezana sa promenana u ekspresiji XIAP 
proteina, koji se vezuje za aktivnu kaspazu-3 i inhibira njene egzekutorske funkcije. U 
kori ekspresija XIAP proteina (55 kDa) je jednaka kontrolnoj vrednosti osim u 2. satu 
nakon 					#	#	5W1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	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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		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 Q6( #	 8Â 
odnosu na kontrolnu vrednost) (slika 37A, *p<0,05). U talamusu je propofolski tretman 
indukovao porast u ekspresiji XIAP proteina u periodu 2-8 sati (~75%). U ostalim 
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vrednosti (slika 37B, *p<0,05).
¤$		6"Z'6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								an faktor 
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 28)=14,457, p=0,001; talamus: 
F(6, 21)=7,001, p=0,001).
Slika 37. ]*>+	 @&"	 *%\&%&	 *$	 ]	 *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talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije XIAP prot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Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
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 -aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n ª9   	 # 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&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
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talamusu PND14 pacova 
U kori Western blot metodom su detektovani prolazni padovi u ekspres"LV
p65 proteina (65 kDa) u 2. i 8. satu (~40% u odnosu na kontrolnu vrednost), dok je 
jedini porast detektovan u 16. satu nakon tretmana (~35%) (slika 38A, *p<0,05).
¢	  	   ##$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proteina u t		   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	  			 8?-3 puta u odnosu na 
kontrolnu vrednost) (slika 38B, *p<0,05).
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35)=11,528, p=0,001; talamus: F(6, 21)=8,373, p=0,001).
Slika 38. ]*>+	 @&"	 &/+!	 !	 "&	 *$	 q	 *)	 *"&	 	
kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova5"#"LV p65 proteina (65 kDa) 
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kori i talamusu PND14 pacova 
4.4.1. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju MAP-2 proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova 
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MAP-2 proteina (230 	9   8	 `69   	 			 #	
detektovan u talamusu (slika 39B) PND14 pacova. Pad u ekspresiji MAP-2 proteina u 
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 	   =5 	 	 ##$ 		 8Â`  #1 	
95?5	 je detektovan prolazni porast u odnosu na prethodnu 
 	  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 #	 W6(-2 proteina bila jednaka kontrolnoj 
vrednosti. Nakon toga je ekspresija MAP-2 proteina opadala sve do 24. sata, kada je 
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*p<0,05).
U talamusu ekspresija MAP-2 proteina je imala suprotan profil u odnosu na 
koru. Porast u ekspresiji MAP-? #	 	    =5 	 	 		
8Â#1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proteina (2,5-3,5 puta) su detektovani u periodu 2.-16. sati nakon tretmana. Nakon tog 
perioda, u 24. satu je ekspresija MAP-2 proteina bila jednaka kontrolnoj vrednosti (slika 
39B, *p<0,05).
Jednofaktorska ANOVA je pokazala 							$	
za analizu podataka (u kori: F(6, 49)=25,044, p=0,001 i u talamusu: F(6, 28)=23,251, 
p=0,001).
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Slika 39. ]*>+	@&"	&/+!	!	"&	*$	]-2 proteina u kori 
(A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije MAP-?#	8?`	9#	
je Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
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ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a opt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 -aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
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 	 # 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&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
4.4.2. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju drebrina u kori i talamusu 
PND14 pacova 
U kori Western blot metodom je pokazano da propofolski tretman nije uticao na 
ekspresiju drebrina (120 kDa) osim u 2. i 8., kada je detektovan porast (~50-70% u 
odnosu na kontrolnu vrednost) (slika 40A, *p<0,05).
		#	)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drebrina je detektovan u 2. satu (~45%), dok je maksimalni porast zabeležen u 8. satu 
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drebrina je jednaka kontroli (slika 40B, *p<0,05).
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme 						$	
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 49)=5,589, p=0,001; talamus: 
F(6, 42)=17,710, p=0,001).
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(B) PND14 pacova. Nivo eksp )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metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana 
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GAPDH. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM (n
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družen reprezentativni imunoblot. Oznaka 
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&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
4.4.3. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju GAP-43 proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova 
Nakon propofolskog tretmana Western blot metodom detektovan  	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metodom je pokazano da propofolski tretman nije uticao na ekspresiju GAP-43 proteina 
do 4. sata. Nakon toga ekspresija GAP-43 proteina je opadala sve do 24. sata, kada je 
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 	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*p<0,05).
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u talamusu samo u periodu 4-= 	 8Â?  #1 	  9
(slika 41B, *p<0,05).
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za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 35)=8,056, p=0,001; talamus: 
F(6, 28)=12,399, p=0,001).
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Slika 41. ]*>+	 @&"	 *%\&%&	 *$	 ]-43 proteina u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije GAP-` #	 8` 	9 #	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Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
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&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
Pored GAP-43 proteina, ispratili smo i uticaj propofolskog tretmana na 
zastupljenost fragmenata GAP-43 proteina. U kori Western blot metodom nisu 
	 	 		 #  # 6(-43 fragmenata (~40 kDa) 
sve do 8 sa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U 16. i 24. satu su detektovani trostruki porasti u ekspresiji GAP-43 fragmenata (slika 
42A, *p<0,05).
U talamusu, ekspresija GAP-` $			 	  	 #$ 	 
kori, sa tim da je stepen promene u talamusu intenzivniji. Do 8. sata nakon tretmana 
nisu detektovane promene u ekspresiji GAP-43 fragmenata, a u periodu 8-24 sata 
ekspresija GAP-43 fragmenata je porasla 3-5 puta u odnosu na kontrolnu vrednost (slika 
42B, *p<0,05).
¤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#										$	
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 28)=8,814, p=0,001; talamus: 
F(6, 21)=21,815, p=0,001).
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Slika 42. ]*>+	@&"	*%\&%&	*$	]-43 fragmenata u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije fragmenata GAP-43 proteina (~40 kDa) 
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&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
4.4.4. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju sinaptofizina u kori i talamusu 
PND14 pacova 
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detektovan porast u periodu 2-4 sata nakon tretmana (~35%). U 8. satu je zabeleženo 
#			#	#$			#16-24 sata 
nakon tremana detektovan je dvostruki porast (slika 43A, *p<0,05). 
Za  razliku od kore, propofolski tretman je smanjio ekspresiju sinaptofizina u 
talamusu u periodu 2-24 sata nakon tretmana (20-  #1 	 
98	`B, *p<0,05).
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za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 49)=24,378, p=0,001; talamus: 
F(6, 28)=4,501, p=0,003).
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Slika 43. ]*>+	@&"	&/+!	!	"&	kspresiju sinaptofizina u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova5 "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Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
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&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
4.4.5. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju sinukleina-1 u kori i talamusu
PND14 pacova 
U kori Western blot metodom je pokazano da propofolski tretman nije uticao na 
ekspresiju sinukleina-1 (19 kDa) osim u 16. satu, kada je detektovan prolazni porast 
(~50% u odnosu na kontrolnu vrednost) (slika 44A, *p<0,05).
U talamusu je porast u ekspresiji sinukleina-=	?5		8Â9
ovaj trend se održao do kraja ispitivanog vremenskog intervala. Maksimalni porast je 
zabeležen u 16. satu nakon tretmana (2,5 puta) (slika 44B, *p<0,05).
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tre					$	
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 35)=5,296, p=0,001; talamus: 
F(6, 28)=18,362, p=0,001).
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@&"	 *%\&%&	 *$	 "+"&-1 u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije sinukleina-=8=	9#	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
blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon 
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&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
4.4.6. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju N-kadherina u kori i talamusu 
PND14 pacova 
Nakon propofolskog tretmana Western blot metodom detektovan je 	
			#	#"-	+	 8=`	9 8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tretman je indukovao prolazni pad u ekspresiji N-kadherina u 1. i 2. satu (~25% u 
odnosu na kontrolnu vrednost). Nakon toga, u periodu 4-24 sata nakon tretmana 
ekspresija N-kadherina je bila jednaka kontrolnom nivou (slika 45A, *p<0,05).
U talamusu je zabeležen porast u ekspresiji N-kadherina u svim ispitivanim 
		ma osim u 1. satu nakon tretmana (75-125% u odnosu na kontrolnu 
vrednost) (slika 45B, *p<0,05).
¤$		6"Z'6#										$	
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 42)=6,379, p=0,001; talamus: 
F(6, 35)=11,762, p=0,001).
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Slika 45. ]*>+	@&"	&/+!	!	"&	*$	-kadherina u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije N-kadherina 8=` 	9 #	 
Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
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 -aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n ª9   	 # 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-&Áp < 0,05 u odnosu na kontrolu.
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5. DISKUSIJA
5.1. Dozno- i starosno-zavisni efekti propofola
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) 		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##$	  ) 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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 	 	lizacijom eksperimenata (2007) nije bilo podataka o dozno- ili 
starosno-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osnovu sopstvenih zapažanja. Izabrana je doza propofola 25 mg/kg, jer je bez bojazni od 
cijanoze i zastoja u disanju mogla da se primeni kako kod PND7 tako i kod PND14 
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proceduru s obzirom na veliki broj uzoraka (3-5) koje bi trebalo imati za period u kome 
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životinja (PND6) nisu pokazala bilo kakve razlike u parametrima dobijenim iz krvi 
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mg/kg svakih 90 min do kumulativne doze od 90 mg/kg; Bercker i saradnici, 2009). 
2	1 )	 	 	 	 a u kojima su mlade jedinke miševa tretirane veoma 
visokom dozom propofola (više od 100 mg/kg; Cattano i saradnici, 2008). Rezultati 
)						#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#		##$	-indukcije anestezije, što je u saglasnosti sa podacima 
iz literature koji govore da je anestetska doza propofola kod adultnih pacova 100 mg/kg.  
5.2. Uticaj propofolskog tretmana na signalni put neurotrofina u kori i talamusu 
PND14 pacova 
5.2.1. Propofolski tretman izaziva regionalno-*=>!"	 *@"	 	 *$	
BDNF iRNK i proteina u kori i talamusu PND14 pacova
BDNF je široko rasprostranjeni neurotrofin u CNS-u sisara (Huang i Reichardt, 
2001). Kako u adultnom 			a brojne uloge kao što 
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su rast, preživljavanje, diferencijacija 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ovom istraživanju je pokazano da jednokratni tretman PND14 pacova anestetskom 
 8? >9 ##$	 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 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 BDNF-a kako na nivou 
iRNK, tako i na nivou proteina. Ove promene su se pokazale kao region-#-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tretmana. Naime, naši eksperimenti su pokazali da je nakon tretmana ekspresija iRNK 
	"L#		, a smanjena u talamusu PND14 pacova. Poznato je da brojni 
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uslovima (Lindholm i saradnici, 199495 "	 # 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ekspresiju iRNK za BDNF u vizuelnoj kori (Castren i saradnici, 1992), osmotska 
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 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#		 8Castren i saradnici,
1995; Dias i saradnici, 20039	-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iRNK za BDNF u somatosenzornoj kori (Rocamora i saradnici, 1996). S obzirom da je 
transkripcija BDNF gena zavisna od aktivnosti neurona (Zafra i saradnici, 1991; Aid i 
saradnici, 2007) naši rezultati indirektno ukazuju da tretman propofolom na region-
#-$	 	  na aktivnost neurona  #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ovakvu tvrdnju su potrebna dodatna istraživanja u kojima bi se ispitale promene u 
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proBDNF proteina, dok u talamusu nisu detektovane bilo kakve promene. Poznato je da 
nivoi BDNF transkripata mogu da budu u negativnoj korelaciji sa proBDNF proteinom. 
U studiji Macias i saradnici (20079 + 			+ 	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moždine su imale intenzivan BDNF iRNK signal, dok proBDNF nije detektovan. Ova 
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nervnim završecima i brzo preveden u zrelu formu ili je sintetisan u somi i brzo 
transportovan do nervnog završetka. Negativna korelacija BDNF transkripata i proteina 
je pokazana i u mnogim drugim studijama (Jacobsen i Mork, 2004; Musazzi i saradnici, 
200995 ¤	  #-	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(Macias i saradnici, 2007). U cilju detektovanja proBDNF proteina, membrane su 
88
tretirane sa antitelom koje prepoznaje i zreli BDNF (N-20, Santa Cruz). Interesantno, 
upotrebom ovog antitela detektovano je nekoliko jakih imunoreaktivnih traka, ali ne i 
traka od 32 kDa. Karakterizacija ovih traka je veoma dobro opisana u studiji Macias i 
saradnika (2007).
Suprotan trend u odnosu na iRNK je detektovan i u ekspresiji zrelog BDNF 
proteina. Snažan porast u ekspresiji zrelog BDNF proteina u talamusu PND14 pacova 
koji je indukovan propofolskim tretmanom je u suprotnosti sa rezultatom kod PND7 
pacova, kod kojih je isti propofolski tretman doveo do pada u ekspresiji zrelog BDNF 
proteina ((aradnici, rad u pripremi) ili upotrebom anestetskog koktela koji sadrži 
midazolam, izofluran i azot oksid (Lu i saradnici, 2006). Porast u ekspresiji BDNF 
proteina kod PND14, ali ne i PND7 pacova može se objasniti retrogradnim transportom 
zrelog BDNF-a (Curtis i saradnici, 1995). Poznato je da se BDNF može transportovati i 
anterogradno u CNS-				$$	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 		>#			 8Altar i DiStefano, 1998). Pokazano je 
da inhibicija aksonalnog transporta poništava ekspresiju BDNF proteina lokalizovanog 
u nervnim završetcima (Conner i saradnici, 1997; Altar i saradnici, 1997; Altar i 
DiStefano, 199895 ( ) #	- 	 	 	 	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BDNF i Trk receptora; pokazano je da intaktni neurotrofin-Trk kompleks može 
		  	#  + 	 8Miller i Kaplan, 2001; Ginty i Segal, 
2002). Za razliku od talamusa, nivoi zrelog BDNF proteina u kori su se smanjili u 
odnosu na kontrolnu vrednost tokom ispitivanog vremenskog perioda. Ovaj rezultat je u 
saglasnosti sa drugim glodarskim studijama u kojima je propofol doveo do smanjenja 
BDNF-a u parijetalnoj kori (Ponten i saradnici, 2011). 
Zanimljivo je da je BDNF protein otkriven i u nekim neuronima u kojima nije 
detektovana iRNK za BDNF i koji nisu sposobni da sintetišu neurotrofine (Conner i
saradnici, 1997). Ovo ukazuje da va"L)#	#- ili 
post-	#+ 	 	   #		   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transfektovanih sa GFP-obeleženim BDNF-om (Kohara i saradnici, 2001). I u in vivo
studijama je pokazan trans-neuronalni transport BDNF-a nakon injekcije BDNF-a u oko 
embriona pileta (von Bartheld i saradnici, 1996; Butowt i von Bartheld, 2001) ili u 
adultnim pacovima (Caleo i saradnici, 2000; Caleo i saradnici, 2003; Butowt i von 
Bartheld, 2005). Pored transporta ka distalnim sinapsama, BDNF može i lokalno da se 
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reciklira. U hipokampusu, kompleks BDNF-TrkB se internalizuje Pincher (engl.
pinocytic chaperone)- posredovanom makroendocitozom u aksonima i dendritima i brzo 
ulazi u lokalne puteve reciklaže koji su nezavisni od ER i Goldži kompleksa (Valdez i
saradnici, 200595		"L)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	-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održavanju LTP-a (Santi i saradnici, 2006).
Poznato je da je sekrecija BDNF-	 		  )	1		 	2+ iz 
	+ #	 8Tao i saradnici, 1998; Hartmann i saradnici, 2001; Blum i
Konnerth, 2005). Prekomerna ekspresija BDNF proteina (10-20 puta) je pokazana u 
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Staiger, 200295  )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modulacija ulaska Ca2+    # 	-zavisnih Ca2+ kanala ili NMDA 
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ukuju BDNF i 
TrkB receptor (Segal i Greenberg, 1996). Pomenute studije ukazuju na jednostavan 
model povratne sprege (Lo, 1995) koji se može primeniti i na našem modelu.
Sveukupno, ovi rezultati ukazuju na brzi promet BDNF-a koji se odnosi na 
njegovu redistribuciju iz kore ka drugim strukturama i iz drugih struktura ka talamusu. 
Možemo predpostaviti da tretman propofolom brzo reguliše BDNF na 
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receptora u kori i talamusu PND14 pacova
Propofolom-indukovani pad u ekspresiji zrelog BDNF proteina u kori 
(detektovan u periodu 8-? 		 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promene u ekspresiji BDNF-a indukovane propofolskim tretmanom najverovatnije 
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(fosforilacije) TrkB receptora. Sa druge strane, detektovani porast u ekspresiji zrelog 
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ekspresiji pTrkB receptora samo u periodu 1-4 sata nakon tretmana. Ovakvi rezultati 
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Ovakav odgovor sistema je verovatno deo protektivnog mehanizma koji štiti isti od 
potencijalnih posledica preterane aktivnosti Trk receptora. U in vitro eksperimentima je 
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1997; Tsui-Pierchala i Ginty, 1999; Watson i saradnici, 1999). 
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receptora. Pad u ekspresiji ukupnog TrkB receptora u kori je detektovan u periodu 8-16 
sati nakon tretmana, dok je u talamusu smanjena ekspresija detektovana samo u 8 satu 
nakon tretmana. U skladu sa dobijenim podacima vezanim za ekspresiju zrelog BDNF 
proteina i TrkB receptora (ukupnog i fosforilisanog), može se postaviti hipoteza da blagi 
porast u nivou BDNF-		#)#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. Pored toga, smatramo da rezultati dobijeni za talamus jasno ukazuju na to kako 
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Pored ukupnog i fosforilisanog TrkB receptora, ispratili smo i ekspresiju jezgra 
pTrkB receptora. Jezgro Trk receptora predstavljaju fosforilisane, ali ne i glikozilovane 
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1998). Treba naglasiti da je ovaj protein detektovan samo u kori PND14 pacova. U 
skladu sa rezultatima za ukupni i pTrkB, možemo predpostaviti da u kori dolazi i do 
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postoje podaci o uticaju opštih anestetika na glikozilaciju Trk receptora.
Primarni transkripti za TrkB i TrkC podležu alternativnom iskrajanju u kome se 
tirozin kinazni domen 			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receptorom reguliše formiranje dendritskih filopodija u hipokampalnim neuronima 
(Hartmann i saradnici, 2004). Rose i saradnici (20039  #	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indukovani BDNF-om odražavaju PLC/IP3-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ali ne i TrkB-2?  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receptora odgovorna za ove akutne neurotrofinske efekte. Poznato je da Ca2+
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(Reichardt, 2003).
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talamusu PND14 pacova
Pored BDNF-a, drugi ispitivani neurotrofin u ovoj studiji je NGF. Kao i BDNF, 
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 ####	   )	1   forme. U ovom 
istraživanju, propofolski tretman je doveo do prolaznog pada u ekspresiji NGF iRNK u 
obe ispitivane strukture. Za razliku od toga, blagi porasti u ekspresiji proNGF proteina, 
kao i prolazni padovi u ekspresiji zrelog NGF-a su detektovani u obe ispitivane 
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(Tria i saradnici, 1994; Sano i saradnici, 1996; Pandey i Mann, 2000). Neslaganje 
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transkripcionom regulacijom, a ne samo ekspresijom iRNK. Kada se iRNK i proteinski 
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jer promene u ekspresiji iRNK u jednoj strukturi mogu biti povezane sa promenama u 
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proteina u jednom regionu mogu nastati iz neuronskih projekcija ka tom regionu, a ne 
od neurona iz tog ispitivanog regiona.
Za proNGF se dugo smatralo da ima is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(Fahnestock i saradnici, 2004a). U studiji Bruno i Cuello (20069  #		 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spektar izoformi proNGF-a u kori. Trake od 30 kDa ili 32 kDa zajedno sa trakom od 40 
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Cuello, 2006; Quartu i saradnici, 2003; Lobos i saradnici, 2005; Bierl i Isaacson, 2007). 
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Biotechnology, Santa Cruz, CA) koje je podignuto protiv sintetskog peptida iz humanog 
NGF-a u stvari unakrsno reaguje i sa NT-`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sa NGF-om (Fahnestock i saradnici, 2001).
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kori i talamusu PND14 pacova
Ekspresija drugog ispitivanog neurotrofina, zrelog NGF-a, je opala u obe 
ispitivane strukture nakon propofolskog tretmana. Sa druge strane detektovana je 
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Ovakvi rezultati ukazuju da u našem ekspreimentalnom modelu, promene u ekspresiji 
NGF-a nisu uticale na aktivnost TrkA receptora, kao što je pokazano u ranijim 
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studijama (Rajagopal i saradnici, 200495W1 in vitro studijama je pokazano da 
pored NGF-a, drugi ligandi (NT-3, adenozin i drugi molekuli koji su vezani za G 
proteine) mogu da fosforilišu TrkA receptor (Rajagopal i saradnici, 200495 2	1
#		  	  	  	-aktivacija ovog receptora u odsustvu NGF liganda 
(Hempstead i saradnici, 1992).
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jezgra pTrkA receptora (80 kDa). Propofolski tretman je doveo do porasta u ekspresiji 
jezgra pTrkA u kori, dok je suprotan trend detektovan u talamusu. U studiji Watson i 
saradnika (1998) je pokazano da je zreli 140 kDa pTrkA receptor u okviru 24 sata od 
tretmana tunikamicinom (inhibitor glikozilacije) u potpunosti zamenjen jezgrom 
receptora (80 kDa). Kao i u našoj studiji, detektovano je i nekoliko intermedijernih traka 
koje 		#			$#26-#	5
	1  #	  	 $  $$	 	
 	 	    "L-	  	 	 - 	  -#
konstitutivno aktivan i u odsustvu glikozilacije (Watson i saradnici, 1998). Poznato je 
da N-glikozilacija reguliše obeležavanje mnogih transmembranskih glikoproteina od 
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1998). Dodavanjem NGF-a, zreli pTrkA je detektovan  uglavnom na plazma membrani, 
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odgovara endocitotskim vezikulama (Grimes i saradnici, 199695 W1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nishodnih kinaza kao što su MEK1/2 i ERK1/2.
Zanimljivo je da su u kori detektovani porasti u ekspresiji jezgra i pTrkA i 
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PND14 pacova
U ovom istraživanju, propofolski tretman je doveo do blagog porasta u ekspresiji 
p75 receptora u obe ispitivane strukture. p75 ima mnogobrojne uloge u nervnom 
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receptorima. 
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podršci adultnim neuronima, što je i pokazano u brojnim studijama u kojima je 
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ekspresija se snažno indukuje u povredi. Brojne studije su pokazale da je ova ekspresija 
indukovana povredom )	-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	 za apoptozu (Roux i saradnici, 1999), a povezana je i sa 
neuronskom degeneracijom nakon eksperimentalno indukovane ishemije (Greferath i
saradnici, 200295 *	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vezivanjem proBDNF-a za p75 receptor (Head i saradnici, 2009), a zna se da je 
ekspresija ovog receptora razvojno-regulisana, u smislu da je visoka tokom perioda 
osetljivosti na anestezijom indukovanu neuroapoptozu, kao i da je niska u periodu kada 
mozak nije više toliko osetljiv na anesteziju (oko PND14) (Woo i saradnici, 2005; Yang 
i saradnici, 2009). W1		#	#-#	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BDNF-a, kao i za visoko afinitetno vezivanje (Teng i Hempstead, 2004). Poznato je da 
p75 receptor moze da moduliše funkcije TrkA receptora u perifernim neuronima, kao i 
da može retrogradno da transportuje neurotrofine (Neet i Campenot, 2001952	1#
može da pomogne zadržavanju TrkA receptora na plazma membrani, tako što inhibira 
TrkA poliubikvitinaciju (Makkerh i saradnici, 200595W1#	
podaci koji ukazuju da koeksprimiran p75 ima važnu ulogu u TrkA ubikvitinaciji 
(Geetha i saradnici, 200595W+	#	-	12#-#	
biti veoma raznovrsna, tako da je 	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signalnim putevima da aktivira c-¤"  "LV5 
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preživljavanje (Karin i Lin, 2002). 
5.2.6. Propofolski tretman izaziva regionalno-*=>!"	 *@"	 	 *esiji 
ukupnih i fosforilisanih Akt kinaza u kori i talamusu PND14 pacova 
Akt je dobro okarakterisana serin/treonin kinaza koja deluje nishodno od 
neurotrofinskih receptora (Dolcet i saradnici, 1999). Vezivanje Shc za Trk receptore 
aktivira PI3K signalne puteve. Aktivacija PI3K dovodi do translokacije Akt-a do 
plazma membrane		$$	-		+		
fosfoinozitid-zavisne protein kinaze 1 i 2 (rictor–mTOR kompleksi) (Sarbassov i
saradnici, 2005956			#-		+		
da indukuje i brze lokalne promene u proteomu regulacijom translacione mašinerije 
(Takei i saradnici, 2001; Takei i saradnici, 2004). 
Jedna od najvažnijih uloga Akt-	  	 # 	## 		 #-
apoptotskih faktora ili stimulisanjem sinteze proteina koji favorizuju preživljavanje 
	8Liao i Hung, 2010). U odgovoru na faktore rasta, Akt se fosforiliše na dva glavna 
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dovoljna za maksimalnu aktivnost enzima, što se postiže samo ako je prisutna i 
fosforilacija na Ser 473  (Liao i Hung, 2010; Alessi i saradnici, 1996; Yang i saradnici, 
2002). Do danas su se samo dve studije bavile ispitivanjem promena nivoa pAkt kinaze 
nakon anestezije kod mladih pacova ((  		- ?   i saradnici, 2006), 
1		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#	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Akt kinaze. 
Nakon propofolskog tretmana u ovom istraživanju ekspresija pAkt Thr308 je 
		    #		  		5 Z # ) #	 propofolom-
indukovane trendove BDNF-	  #2 -#	5 	1 #  #
#6`			#		
detektovan pad u ekspresiji pAkt Thr308. Zajedno sa podacima da tretman nije 
indukovao promene u ukupnim nivoima Akt kinaze u obe ispitivane strukture ovi 
rezultati jasno 		##$				6-a, a ne na 
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Ostaje da se dalje istraži zašto je u kori smanjena fosforilacija Thr308 #		
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a fosforilacija 
Akt kinaze služi da zaštiti sistem od hiperfosforilisane i previše aktivirane Akt kinaze, 
koja finalno može imati pogubne efekte (Nicholson i Anderson, 2002).
5.2.7. Propofolski tretman izaziva regionalno-*=>!"	 *@"	 	 *$	
ukupnih i fosforilisanih ERK1/2 kinaza u kori i talamusu PND14 pacova 
Pored Akt-	7*
		#-	#			
kao efektori signalnog puta neurotrofina (Grewal i saradnici, 1999). ERK1/2 anti-
apoptotske efekte ispoljava ili smanjenjem aktivnosti pro-apoptotskih molekula ili 
smanjenjem njihove proteinske ekspresije putem transkripcione represije. Sa druge 
	 7*
=>? # #		 	 	   	-apoptotske 
molekule. Aktivacija ove kinaze inhibira apoptozu u odgovoru na razne stimuluse, kao 
što su TNF, FasL, TRAIL (engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand) (Tran i
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saradnici, 20019#	$				8Erhardt i saradnici, 1999). U odgovoru na 
ove stimuluse ERK1/2 se aktivira ili prolazno ili dugotrajno i finalno ima anti-
apoptotske efekte. Poznato je da inhibicija ERK1/2 promoviše apoptozu. Anti-
apoptotski efekti ove kinaze mogu biti umanjeni nakon produžene stimulacije ili 
defosforilacijom ili degradacijom ERK-a (Lu i Xu, 2006). Mehanizmi kojima pERK1/2 
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Uticaj propofola na fosforilaciju Erk kinaze je uglavnom ispitivana u in vitro
studijama i dobijeni rezultati tih studija su kontradiktorni (Kozinn i saradnici, 2006; 
Oscarsson i saradnici, 2007; Kidambi i saradnici, 2010). U našoj studiji je pokazano da 
je ekspresija pERK1/2 povišena u kori i smanjena u talamusu PND14 pacova nakon 
propofolskog tretmana, dok se nivoi ukupnih ERK kinaza ne menjaju u ispitivanim 
strukturama. Povišena ekspresija pERK1/2 u kori se može javiti usled propofolom-
indukovane aktivacije pTrkA receptora. Postoje podaci da je internalizacija TrkA 
-#	  	1	 	 		 7*
 		-  (=? 		 8Zhang i 
saradnici, 2000), kao i da je dugotrajna aktivacija MAPK akti #-$	
karakteristika neurotrofinske signalizacije (Qiu i Green, 1992). Naši rezultati su u 
saglasnosti sa rezultatima novijih in vitro eksperimenata gde je pokazano da akutna 
aplikacija BDNF-a indukuje prolaznu MAPK signalizaciju, dok postepena aplikacija 
BDNF-	 # 	 		 W6(
 		- 8Ji i saradnici, 2010). 
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(Nguyen i saradnici, 1993; Boggio i saradnici, 2007). U odgovoru na stimuluse, u v
neurona ERK može biti aktivan prolazno (manje od sat vremena), dok u drugim 
neuronima ERK ostaje dugotrajno aktivan (po nekoliko sati) i ova grupa neurona je 
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8Ha i 
Redmond, 2008). Treba napomenuti da postoje i podaci o supresiji ERK kinaze u kori 
od strane opštih anestetika (Planel i saradnici, 2007; Takamura i saradnici, 2008),
1  	   	  #) 	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+  ##$	
(pentobarbitol 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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	  #	 
koja u napomenutim studijama nije trajala duže od sat vremena. 
Å   	 # #7*
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nakon tretmana propofolom smatramo da su d	 # 1 	 
posledica propofolom-indukovane Akt signalizacije. Naime, u mnogim studijama je 
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pokazno da Akt inhibira ERK (Rommel i saradnici, 1999; Galetic i saradnici, 2003; 
Muller i Unterwald, 200491		##	--#	-
Akt i ERK proteina od strane propofola in vivo. S obzirom da je poznato da inhibicija 
)7*
6	#		#	##8Bonni i saradnici, 1999; Mabuchi i
saradnici, 2002), predpostavljamo da u našoj studiji regionalno-zavisna aktivacija ove 
dve kinaze može biti odgovorna za anti-apoptotske procese. 
5.3. Uticaj propofolskog tretmana na markere inflamacije i apoptoze u kori i 
talamusu PND14 pacova 
Eksperimentalno je pokazano da anestezijom-indukovana neurodegeneracija 
	  #   	 			 1 	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primene nekoliko anestetika u kombinaciji (Loepke i Soriano, 2008). S obzirom da 
mehanizam anestezijom-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predodre1 	  8		 $	 	##	). Ako se neuroni aktivno eliminišu 
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zameni ove neurone radi funkcionalnog integriteta. Odgovori na ova pitanja se mogu 
)#	anjem neurokognitivnih funkcija nakon neonatalne anestezije. 
Animalne studije )	#		$		##$			1	
i neurokognitivne performanse sugerišu da propofol na dozno-zavis		#		
neurodegeneraciju, što vodi ka #		  #		   8Fredriksson i
saradnici, 2007; Jevtovic-Todorovic i saradnici, 2003). Iako neonatalno izlaganje 
##$    8= >9    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+	i nakon izlaganja 
neonatusa visokoj dozi propofola (60 mg/kg), ili kombinaciji propofola (10 mg/kg) i 
ketamina (25 mg/kg) (Fredriksson i saradnici, 2007). Visoke doze propofola su dovele i 
#	$		pama kod adultnih životinja (Fredriksson i
saradnici, 200795(	in vitro ##			+		
nezrelog mozga pileta ili pacova su pokazale dozno-zavisne strukturne promene 
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neurona nakon propofolskih tretmana (Vutskits i saradnici, 2005; Al-Jahdari i saradnici, 
2006; Honegger i Matthieu, 1996; Spahr-Schopfer i saradnici, 2000). 
)(,('(	]*>+	@&"	*%\&%&	*$	
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talamusu PND14 pacova
Faktor nekroze tumora (TNF) je plejotropni citokin koji se sintetiše u 
fiziološkim odgovorima na infekciju, povredu, ili ishemiju i koji predstavlja jedan od 
inicijatora spoljašnjeg apoptotskog puta. Njegov receptor, TNFR1, posreduje u TNF-
		##8Smith i saradnici, 1994). 
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iRNK za TNF-O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(  			 8?) u kojoj je propofolski tretman istom dozom (25 mg/kg) kod
PND7 pacova indukovao porast u ekspresiji TNF-O 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	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 	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-3 i 
finalno doveo 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5W1)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što u studiji na PND14 pacovima, uprkos detektovanom porastu u ekspresiji iRNK za 
TNF-O 8    #	 	  (" #	-	9, nije
detektovana neurodegeneracija 						++)	)+
mehanizama najverovatnije starosno-zavisna. Moramo da naglasimo i da u ovoj studiji 
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pacova.
5.3.2. Propofo+	@&"	*%\&%&	*$	&%"?	>&?@"&	&*&/-3, ali i 
njegovog inhibitora XIAP proteina u kori i talamusu PND14 pacova 
" 		  	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#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(PND0-10) su pokazale da opšti anestetici smanjuju ekspresiju neurotrofina, što 
#		##8(		-? 		-?). Iako je 
u ovoj studiji aktivan fragment kaspaze-3 detektovan u obe ispitivane strukture, mi 
nismo otkrili neurodegeneraciju na histološkom nivou. Sa druge strane, pored kaspaze-3
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strukture. Ovo je najverovatnije usled uticaja koje je propofolski tretman imao na pAkt 
u talamusu i pERK1/2 u kori. Za uzvrat, ovi putevi mogu da stimulišu anti-apoptotske 
proteine kao što je XIAP koji se vezuje za aktivnu kaspazu-3 i inhibira je (Riedl i 
saradnici, 20019#		(=?		8Lu i saradnici, 2011). Poznato 
je da je ekspresija XIAP-a neuroprote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U studiji Engelhard i saradnika (2004) je pokazano da je propofol 
neuroprotektivan u hipokampusu adultnih pacova nakon indukovane cerebralne 
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za razliku od prolazne neuroprotekcije izoflurana (Engelhard i saradnici, 2004; 
Kawaguchi i saradnici, 2000). Cerebralna ishemija je indukovala aktivnu kaspazu-3
					##5W1##$
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(Engelhard i saradnici, 2004). Sa druge strane, u studiji Briner i saradnika (2010) je 
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u arhitekturi dendritskih trnova.
Treba napomenuti da iako se kaspaza-`  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Apoptotska biohemijska kaskada može imati lokalno delovanje i služiti fiziološkim 
ulogama kao što su uob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zrelom nervnom sistemu (Gilman i Mattson, 200295 2	1   #		 	
propofol može da zadrži izofluranom-indukovanu aktivaciju kaspaze-3 in vivo i in vitro
i tako deluje kao neuroprotektivni agens (Zhang i saradnici, 2011). Naši rezultati su u 
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svojstva (Engelhard i saradnici, 2004; Briner i saradnici, 2010). Zajedno sa 
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u velikoj meri zavise od razvojnog stadijuma ispitivane životinje.
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talamusu PND14 pacova 
U cilju potvrde neurodegeneracije na histološkom nivou, koja može biti 
indukovana propofolom koristili smo Fluoro-žad B bojenje preseka mozgova PND14 
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Schmued i Hopkins, 2000b).
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u talamusu kontrolnih ili tretiranih životinja. Ovaj rezultat nije u saglasnosti sa 
rezultatima naše grupe u kojoj jednokratna aplikacija iste doze propofola (( 
saradnici, 2009) ili višekratna aplikacija propofola (W			-?=) dovodi 
do masovne neurodegeneracije u kori i talamusu PND7 pacova, što opet ukazuje na 
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zanimalo koja doza propofola indukuje neurodegeneraciju kod PND14 pacova, tako da 
su životinje tretirane sa višim dozama ovog opšteg anestetika (50, 75 ili 100 mg/kg). 
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dolazi tek upotrebom doze od 100 mg/kg, koja u ovoj starosnoj grupi predstavlja daleko 
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evantne.
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brzo aktivirati u odgovoru na razne stimuluse kao što su neurotransmiteri, neurotrofini i 
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(Carter i saradnici, 1996;  Foehr i saradnici, 2000). Foehr i saradnici (2000) su pokazali 
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aktivacijom samo p75 ili samo TrkA receptora (Foehr i saradnici, 200095 W1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i saradnici, 1996).
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-Akt signalnog puta 
(Kane i saradnici, 1999; Ozes i saradnici, 1999; Romashkova i Makarov, 1999). 
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nakon tretmana sa forbol-estrima (Kane i saradnici, 1999). Dalje je pokazano da 
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deluju preko aktivacije Akt-a i tako aktiviraju IKK, ushodnu kinazu koja fosforiliše 
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trend kao i pAkt; u kori njegova ekspresija opada, a u talamusu raste nakon 
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drugih subjedinica ovog transkripcionog faktora je neophodno za bolji uvid u 
mehanizme delovanja opštih anestetika na ovako važan transkripcioni faktor.
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deficita u kasnijim fazama života (Jevtovic-Todorovic i saradnici, 2003; Fredriksson i
saradnici, 2007; Satomoto i saradnici, 200995Z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#	
se mogu pripisati prolaznoj supresiji neurogeneze ili široko rasprostranjenoj 
neuroapoptozi nakon izlaganja opštim anesteticima (Jevtovic-Todorovic i saradnici, 
2003; Stratmann i saradnici, 200995 
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sinaptogeneze (engl. brain growth spurt) (Jevtovic-Todorovic i saradnici, 2003; Yon i 
saradnici, 20059   	 	# 	 			#  
opštih anestetika.
)(<('(	?+&=$&	"&*!	*+&!"	*@	">"&
2 #	 	   	 #) 	 	   
funkcion	 	   	 	 5 		  		-	
	+ 	  #		 	 #-   #	 
			#	5		-		
mogu da stimulišu de novo transkripciju gena, tako što stimulišu ulazak Ca2+ u
postsinapsu, predložen je novi mehanizam po kome stimulusom-inicirana aktivnost 
neurona može dovesti do dugotrajnih promena u strukturi i funkciji nervnog sistema 
(West i saradnici, 2001)5 ( 	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mreža: od migracije neurona do rearanžiranja lokalnih mreža (Poo, 2001). Kod adulata, 
neurotrofini su važni posrednici 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(Lu i saradnici, 2005). Iako je pokazano da lokalna aplikacija neurotrofina indukuje 
lokalne promene u morfologiji neurona (Campenot, 1977; Poo, 2001), i dalje je 
nepoznato na kojoj razdaljini neurotrofini mogu ispoljavati svoje dejstvo. 
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kao i neuronalnu morfologiju i konektivnost. U prvim studijama koje su se bavile 
ispitivanjem uticaja BDNF-			#	#				$
#		 	 	+ -	+ #	#+ 	 8engl. excitatory 
postsynaptic currents, EPSC) u kulturi Xenopus (Lohof i saradnici, 1993). Od tada je u 
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izlaganje adultnih preseka hipokampusa BDNF-u dovodi do dugotrajne potencijacije 
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studije su potvrdile ulogu BDNF-a u LTP-u (Korte i saradnici, 1995; Patterson i
saradnici, 1996; Xu i saradnici, 200395 ¤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neurotransmiterskih receptora) (Schinder i Poo, 2000). 
5.4.2. Propofolski tretman izaziva regionalno-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PND14 pacova 
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				W6(-2 i 
) #		 	  $	5 W$	 #	 +
trnova koja je zavisna od aktivnosti neurona se smatra jednim od glavnih mehanizama 
remodelovanja neuronalnih kola (Lippman i Dunaevsky, 2005). Ovaj fenomen se 
#		   	 +		5 ( +		  )	  #		 
					-#			)		
  	- 	 #		  	# 	 8Fischer i saradnici, 2000). Drugi 
mehanizam je znatno sporiji, dešava se u okviru nekoliko sati do nekoliko dana, i 
 			  )	 	 ##	- + 	 8Oray i saradnici, 
2006). 
Rezultati naše studije ukazuju da propofolski tretman regi	  	
ekspresiju MAP-2 proteina (detektovan je pad u kori i porast u talamusu). Sa druge 
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strane, propofolski tretman je indukovao prolazne poraste u ekspresiji drebrina u obe 
ispitivane strukture. 
¢			#	$$	-W6(-2 je detektovan tokom prva tri dana u kulturi 
hipokampalnih neurona, kada je arborizacija dendrita bila intenzivna (Diez-Guerra i 
Avila, 199395 (    $$	- 	 W6(-2 proteina su 
#   	 #	 		5 (	  #siji MAP-2, 
najverovatnije usled aktivnosti kalpainom-posredovane proteolize, može poslužiti kao 
rani indikator ishemijom-	 	-  	 		
modelima (Ballough i saradnici, 1995; Raley-Susman i Murata, 1995; Folkerts i 
saradnici, 199895 	 )	 W6(-2 je detektovan i u intoksikaciji alkoholom 
(Noraberg i Zimmer, 199895    #		 	 	
-#	#W6(-2 najstaje najverovatnije aktivacijom kalpaina 
usled prevelikog influksa Ca2+ u neurone (Hicks i saradnici, 1995; Arias i saradnici, 
1997). MAP-? $	-  #  	 	 $		 	5
(		  	  	# #		 #-$ #  (
6-zavisnoj 
fosforilaciji MAP-2 u kori pacova ) -		 	  W6(-2 (Perez i saradnici, 
1989). Možemo pretpostaviti da propofolski tretman u našoj studiji, na regionalno-
		 	  	)	- 	5 "	 	  #	 $
dendrita što bi dodatno potvrdilo ovu pretpostavku i dalo uvid u stabilnost dendritskih 
		 		 )##$ 	#		! 
	!5  ) 	 W6(-2 predstavlja supstrat u mnogim neuronalnim putevima 
signalne transdukcije, bilo kakve promene u fosforilacionom stanju i/ili podložnosti 
proteolizi ovog proteina mogu se odraziti na važne modifikacije u strukturi neurona.
Pored MAP-? #	  )   #		  		
dendritskih trnova u neuronima. Pokazano je da se klasteri drebrina A, koji predstavlja 
neuron-#-$ 	 $ )	 	 	#		  #	  #		
usmeravanjem PSD-95 (engl. post-synaptic density 95) ka sinapsama tokom normalnog 
		8Takahashi i saradnici, 2006) ili nakon prekomerne ekspresije drebrina (Mizui i 
saradnici, 2005). Pokazano je da drebrini stabilizuju pukotinaste veze (engl. gap
junctions) bogate koneksinima-43 na plazma membrani (Majoul i saradnici, 2007). S 
)		##$		#)			
 ) #	    	  $- )	   	 #
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okrenute ka formiranju stabilnih domena plazma membrane, nego ka oblikovanju 
+				5

	    	# $	 ih trnova je u korelaciji sa 
	) 		#8Nimchinsky i saradnici, 200295(	
imaju uzak vrati i široku glavu, su stabilni duži vremenski period i zovu se „trnovi 
#		!5 Z	 #  	 	#   "-u. Za razliku od toga, tanki 
trnovi sa malom glavom su visoko pokretljive strukture koje mogu da menjaju oblik u 
roku od nekoliko minuta do nekoliko dana. Ovi mali trnovi dominiraju kod glutamatnih 
	#				#	-	#	nost zavisnu od aktivnosti, i zbog 
	  		  	! 8Nimchinsky i saradnici, 2002; Alvarez i Sabatini, 
2007). Briner i saradnici (2010) su ispitivali efekte tri anestetika na broj i morfologiju 
+	#	#	m neuronima. U dendritskim trnovima se 
	 		    #	# 		-  #	
 	 -# - #  	 
(Nimchinsky i saradnici, 2002; Alvarez i Sabatini, 2007; Holtmaat i Svoboda, 2009). 
"	) -	+		+	  	+ 	 		
  + 	 		    -	+ 	#
(Holtmaat i Svoboda, 2009). Briner i saradnici (2010) su pokazali da kada se PND16 
	   	 -	-		 $		 $		 
dezflurana (u trajanju 30-=?	9			#		+
trnova u petom sloju piramidalnih neurona prefrontalne kore. Pored toga, gotovo svi 
   	 #-$ $  )  	 	  #	5 2	1 
#		 		 1 	  		  		 	 	  #+	 	
indukuje porast gustine trnova (30 min za sevofluran, 60 min za izofluran i 120 min za 
$	95 ' )  	 	    ("= 	   
apoptoze neurona, za razliku od PND7 životinja. Pokazano je i da midazolam, propofol 
 	  	 #	   + a kortikalnih neurona kod 
PND15 i 20, ali ne i PND30 miševa. Ovi novi trnovi su tanki, traju do 5 dana nakon 
			 	 	 + 		  #	 $-		  	 
neuronalne mreže (De Roo i saradnici, 2009). Ovi rezultati su u suprotnosti sa skorijom 
 	  #			 	 	 # $		 	  		 )	
dendritskih trnova i smanjenja broja sinapsi u kulturi hipokampalnih neurona i 
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hipokampusu glodara (Head i saradnici, 200995W1	1+ studija su 
&   Head i saradnika (2009) izlaganje anesteticima je bilo u PND7 i 
neuronalna 	##	  )	 			5 	  	   Briner i saradnika 
(2010) kod PND16 miševa nije detektovan gubitak neurona. Ovaj prelaz iz osetljivosti 
na anestezijom-indukovanu neuroapoptozu (koji je na vrhuncu oko PND7) ka otpornosti 
8("=9 #		 	 8Jevtovic-Todorovic i saradnici, 2003; Head i 
saradnici, 2009) i mož#		-	66-		PND7 i 
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	  ("=5 *	 #+ 	 	 	  
	-		#			-zavisno. 
5.4.3. Propofolski tretman izaziva regionalno-*=>!"	 *@"	 	 *$	
GAP-43 proteina u kori i talamusu PND14 pacova
Neuronski protein GAP-`	)$-				
	# #	  	- #-	 #			   	5 W1
molekularni mehanizmi njegovog delovanja u ovim procesima nisu u potpunosti 
istraženi. Odavno je postavljeno pitanje da li se aksoni izdužuju konstitutivno ili u 
 	 1 5 		  #	 	 	  
izduživanje aksona (Goldberg, 2003). U ove stimuluse spa	$	
	  	 +#		 $	 #	 	   	+
molekuli kao što su L1 i N-kadherin (Goldberg, 2003). 
Zanimljivo je da u našoj studiji nakon propofolskog tretmana ekspresija GAP-43 
pokazuje isti regionalno-#-$ 	  #	W6(-2 (detektovan je pad u 
#			95W1					#+		)	
li u talamusu nakon propofolskog tretmana dolazi do morfoloških promena kao što su 
izduživanje aksona i arborizacija dendrita. Sa druge strane, postavlja se i pitanje da li su 
ove promene pokrenute upravo grubim porastom u ekspresiji BDNF proteina koji je 
	  		   #		 	  $		   	 $
neurona (McAllister i saradnici, 1997; Murphy i saradnici, 1998; Horch i Katz, 2002;
Tolwani i saradnici, 2002). 
(		  	 "L #		 # 6(-`  (=? 		 	 
#		 # 6(-43 iRNK (Perrone-Bizzozero i saradnici, 199195 2	1e je 
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pokazano da je fosforilisani GAP-43 neophodan kada neuralni adhezioni molekuli 
interaguju sa konusom rasta (Meiri i saradnici, 1998). Kada se,  na primer, N-kadherin 
  	 #	 # 	 		  	 		 #	 	 	
formiranja klastera FGF receptora i njihove aktivacije što vodi ka fosforilaciji GAP-43,
promeni stanja citoskeleta i produžavanja konusa rasta (Dunican i Doherty, 2000). Iako 
GAP-43 nije neophodan za formiranje konusa rasta, njegovo prisustvo je neophodno za 
		 	  		 		 8Strittmatter i saradnici, 1995). 
Prekomerna ekspresija GAP-`  	     	 
#	 		 		 in vitro, kao i in vivo   # 
moždine (Bomze i saradnici, 2001).
GAP-43 knockout miševi nisu uspeli da formiraju anteriornu komisuru, 
hipokampalne komisure i korpus kalozum in vivo (Shen i saradnici, 2002). Pored toga, 
pokazano je da je GAP-` #+	 	 	 	 inske inervacije u 
prednjem mozgu, kao i za izrastanje aksona i terminalno grananje serotoninskih aksona 
iz rafe (Donovan i saradnici, 200295 Z  #	  	 insku
inervaciju u kori i hipokampusu, a pokazano je da se abnormalnosti u serotoninskoj
inervaciji povezuju s	+$#		8Donovan i 
saradnici, 2002). 
Pored GAP-43 proteina, u ovoj studiji smo ispitali i ekspresiju fragmenata GAP-
43 proteina. Pokazano je da u aksonskim završecima GAP-43 predstavlja supstrat za 
kalcijum-zavisnu cistein proteazu m-	#	 	   -   
#		 		 	 	 		 8Zakharov i Mosevitsky, 2007). U 
#	#	-	-kalpain iseca GAP-43 blizu pozicije Ser41. Fosforilacija 
 #- # (
  	 6(-43 za kalmodulin skoro u potpunosti 
suprimira proteolizu. Fragment GAP-43 kome nedostaje oko 40 N-terminalnih 
aminokiselinskih ostataka (nazvan GAP-43-3) je produkt ove proteolize. Sa druge 
	 	 $	  # # -	 	 6(-43 od strane m-
kalpaina mehanizmom povratne sprege, kao i isecanje kazeina, drugog supstrata 
kalpaina (Zakharov i Mosevitsky, 2007). U našoj studiji, fragmenti GAP-43 su visoko 
eksprimirani u obe ispitivane strukture u periodu 8-24 sati nakon tretmana. U našem 
 ##$ 	 ) )	  	  	 # 6(-43 
proteina u kori i talamusu, u ovim strukturama pod					$			
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ovog proteina. Možemo predpostaviti da GAP-43 fragmenti, koji su prisutni u obe 
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aktivnosti m-	#		  	 	  	   laciji neuronalnih 
odgovora na apoptotske signale. 
5.4.4. Propofolski tretman izaziva regionalno-*=>!"	 *@"	 	 *$	
sinaptofizina u kori i talamusu PND14 pacova 
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visoke koncentracije neurotransmiterskih receptora, kanala i nishodnih signalnim 
molekula bitnih za prenos signala kroz sinapsu.
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protein nervnih završetaka (Jahn i saradnici, 1985). Uloge sinaptofizina u endocitozi i 
-	 	#+ 	  #	5  ) 	  	#$ 
			#			#	#	5
U našem modelu propofolski tretman je indukovao porast u ekspresiji 
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markera u tim stanjima.
Sinaptofizin stupa u kalcijum-zavisne interakcije sa dinamin I GTP-	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se vezuje i za holesterol i ova interakcija je važna za biogenezu mikrovezikula u 
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odražava na nastanak sinapsi (Eastwood i saradnici, 1994). Pokazan je dozno-zavisan 
efekat genisteina na porast u ekspresiji sinaptofizina (Chindewa i saradnici, 2007), a 
#		   	 	-	 )	 #	-	 #		 kspresiju sinaptofizin iRNK 
(Ishibashi, 200295		#	# 	#$	#		
obeležje raznih neuropatoloških stanja kao što su shizofrenija, Alchajmerova bolest i 
druga oboljenja (Eastwood i saradnici, 1995; Callahan i saradnici, 1999).
Moramo da naglasimo da naši rezultati nisu u saglasnosti sa studijama u kojim je 
pokazana pozitivna korelacija u ekspresiji BDNF proteina i sinaptofizina u drugim 
regionima mozga. U studiji Coffey i saradnika (1997) je pokazano da u kulturi 
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porast u nivoima sinaptofizina, tau i c-Fos proteina, ali ne i GAP-43, što je u korelaciji 
sa ekspresijom TrkB receptora.
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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ju sinukleina-1 u kori i talamusu 
PND14 pacova 
Protein koji je kodiran iRNK za sinuklein-= #	-++	O-
sinukleinu (Ueda i saradnici, 1993). Odavno su poznate uloge sinukleina-= 8O-
sinukleina) u neurodegenerativnim stanjima. Mutacije ovog gena su povezane sa 
nastankom Parkinskonove i Alchajmerove bolesti, kao i drugih neurodegenerativnih 
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ekspresija postepeno opada sa sazrevanjem (Hsu i saradnici, 1998; Petersen i saradnici, 
1999). U studiji Petersen i saradnika (1999) metodom in situ hibridizacije je pokazano 
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funkcija.
111
Postoji nekoliko dokaza koji ukazuje na ulogu sinukleina u procesima vezanim 
za m)	 #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		& O-sinuklein je povišeno eksprimiran u 
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od potencijalnih uloga koje sinukleini mogu imati u fiziološkim uslovima su i u 
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1999; Perez i saradnici, 2002), kao i u regulaciji integriteta mreže neurofilamenata 
(Buchman i saradnici, 1998; Surguchov i saradnici, 2001).
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(Leclerc i saradnici, 1989). U mnogim studijama je pokazana ko-#	O-sinukleina 
sa sinaptofizinom, sinaptotagminom i sinapsinom (George i saradnici, 1995; Iwai i 
saradnici, 1995; Petersen i saradnici, 1999). U našoj studiji je pokazano da tretman 
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pacova, dok u talamusu ova dva proteina imaju suprotne profile: ekspresija sinaptofizina 
opada, dok ekspresija sinukleina raste. Ostaje da se dodatno ispita zašto nakon 
propofolskog tretmana dolazi da regionalno-#-$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ka u ekspresiji ova dva 
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funkcija. Na osnovu toga, možemo predpostaviti da sinuklein i sinaptofizin u istom 
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5.4.6. Propofolski tretman izaziva regionalno-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kadherina u kori i talamusu PND14 pacova 
Transmembranski adhezioni proteini u koje spada N-kadherin se smatraju 
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kalcijum-zavisnih adhezionih molekula (Yoshida i Takeichi, 1982).
Ubrzo nakon susretanja aksonskih i dendritskih filopodija kadherin/katenin 
kompleksi se akumuliraju na mestima ovih kontakta (Togashi i saradnici, 2002). Tokom 
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morfološke promene denritskih filopodija u trnove što destabilizuje kontakt aksona i 
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(Abe i saradnici, 2004). Zanimljivo je da inhibicija kadherin/katenin kompleksa u zrelim 
neuronima ima slab uticaj na morfologiju dendritskih trnova na mestu sinapsi (Togashi i 
saradnici, 2002). Me1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kompleksa u sinapsama (Murase i Schuman, 1999; Abe i saradnici, 2004; Abe i
Takeichi 2007). U našem modelu, ekspresija N-kadherina je smanjena u kori, a 
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neurona u talamusu u odnosu na koru, a pored toga je poznato da je jedna od osnovnih 
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Lokalizacija kadherinskih molekula na mestu kontakta filopodija-akson ukazuje 
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morfologiju (Salinas i Price, 2005). U tom smislu, pošto ekspresija N-kadherina i MAP-
2 u našoj studiji pokazuje iste trendove u obe ispitivane strukture (detektovan je pad u 
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na sazrevanje dendritskih trnova u talamusu. Sa druge strane, postavlja se pitanje da li 
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molekuli. Preciznija morfološka ispitivanja bi dala odgovore na ova pitanja.
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Eksperimenti ura1eni u okviru ove doktorske disertacije su ukazali na 		
promene u nivou ispitivanih neurotrofina, njihovih receptora i nishodnih efektorskih 
kinaza u kori i talamusu PND14 pacova nakon tretmana propofolom (25 mg/kg). 
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eksperimentalnih životinja.
U prvom delu ove disertacije je pokazano da tretman propofolom indukuje 
promene u signalnom putu neurotrofina u mozgu PND14 pacova. Iz diskutovanih 
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iRNK i proteina (proBDNF i zreli BDNF) u kori i talamusu PND14 pacova i može 
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nivou, kao i da su promene u zastupljenosti zrelog BDNF-a znatno intenzivnije u 
talamusu nego u kori.
2. Propo$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vremenski- i regionalno-			kori i talamusu PND14 pacova. U skladu sa 
dobijenim podacima vezanim za ekspresiju zrelog BDNF proteina i TrkB receptora 
(ukupnog i fosforilisanog), može se postaviti hipoteza da blagi porast u nivou 
BDNF-	 	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 #   2 -#	  
#	 "L 	 	  	 	 2 -#	 	  +
5 2	1  	 	 		 	 pTrkB i jezgro pTrkB, možemo 
predpostaviti da u kori nakon propofolskog tretmana dolazi i do deglikozilacije ovog 
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ije promene u PND14 mozgu odigravaju preko BDNF signalnog puta i u 
mnogo manjoj meri preko NGF signalnog puta.
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detektovan je porast u kori i pad u talamusu. U skladu sa prethodnim rezultatima, 
možemo zaklj	#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internalizaciji TrkA receptora.
5. (#$ 	 #	 #		 # # -#	  ) #tivane 
strukture i smatramo 		#	2-#$-
zavise od prostorne distribucije u mozgu.
6. Propofolski tretman izaziva regionalno-#-$ #  # ++
fosforilisanih Akt kinaza (pAkt Thr308 i pAkt Ser473) 	   	 #
ukupnih Akt kinaza u kori  		 ("= #	-	5 W 	 	
##$				6-				
i da postoje regionalno-#-$ 	  -	 ##$og tretmana na 
$$	-1+#-	6	5
7. (#$ 	  	 # $$	+, ali ne i ukupnih ERK1/2
kinaza u kori i talamusu PND14 pacova. W		##$	
  	   	 	 	 7*
=>?5 2	1  	 	
#+				#regionalno-		-#	
regulacija Akt i ERK kinaza.
U drugom delu ove disertacije ispitivan je potencijal propofolskog tretmana da 
izazove apoptotsku neurodegeneraciju u mozgu PND14 pacova:
8. (#$	#	#		#*"
	TNF-O u obe ispitivane 
5    	   	 # -#	 	 TNF-O
(TNFR1).
9. (#$	#	#		#aktivnog fragmenta kaspaze-3, ali 
i njegovog inhibitora XIAP proteina u kori i talamusu PND14 pacova. Na 
histološkom nivou nisu detektovane Fluoro-	  #   		 
#	 	 ##$	  = > 	 #		 	   
k 	5 W 	 	  Q6( +)	 	 	#	-3
najverovatnije usled uticaja koje je propofolski tretman imao na pAkt u talamusu i 
pERK1/2 u kori.
10. Propofolski tretman izaziva regionalno-#-$# #"LV#5
proteina u kori i talamusu PND14 pacova. S obzirom da pAkt i "LV# imaju iste 
115
  #	 		  	 	 aktivirana Akt kinaza
najverovatnije #		"FV-posredovanu gensku ekspresiju.
U  delu ove disertacije ispitivan je potencijal propofolskog tretmana da 
izazove ##			##	 u mozgu PND14 pacova:
11. (#$ 	 	  	 # W6(-2 proteina, tako da je 
				o-				)	-	5 S
) 	 	  	 # )	 	  	  ) #	
   	  $- )	 #  	 $	 	)+
domena plazma membrane, nego ka oblikovanju +				5
12. Propofolski tretman na regionalno-		 	  	 # 6(-43, 
1 #-	 $	 #		 ) 	 #	 	   		
dolazi do izduživanje aksona. Isti tretman dovodi do porasta u ekspresiji GAP-43
$			  ) #	  	   	 	   	-
odgovora neurona na apoptotske signale.
13. Propofolski tretman 	  	  	 # #	#+ 		
(sinaptofizina i sinukleina-1) u kori PND14 pacova, dok u talamusu ova dva 
proteina imaju suprotne profile5 W 	 	 	 	 #	  
#				$-	#k#	 
	##$	5
14. Propofolski tretman na regionalno-zavi	 	  	 # "-kadherina, 
  # -	 	 		 + 	  		5 W1
preciznija morfološka ispitivanja bi dodatno potvrdila ovu predpostavku.
¢	 rezultati ove doktorske disertacije imaju potencijalne implikacije u
 #	 koje treba uzeti u obzir prilikom razmatranja starosno-zavisne 
##			#	#+		5
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